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Resumo

PINEIRO, Martha Bravo Cruz. 2024. 104f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa
de P6s-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2024.

A esporotricose é a micose de implantagcao subcutanea mais importante do Brasil,
causada por fungos do Complexo Sporothrix schenckii, e que frequentemente
acomete humanos, cédes e, principalmente, gatos. A esporotricose felina e a
transmissao zoondtica vém crescendo no Brasil, e casos de falhas do tratamento
convencional ja foram relatados. Neste trabalho objetivou-se avaliar a eficacia de
férmulas contendo ativos de extratos vegetais de Bixa Orellana L. (urucum) e Triticum
aestivum (trigo), assim como da timomodulina como adjuvantes no tratamento de
lesdes cutaneas de esporotricose, em experimentos in vitro e in vivo em modelo
murino e em gatos. Inicialmente obteve-se os extratos oleosos de urucum, aquoso e
etandlico de trigo. Na sequéncia confeccionou-se duas formulas farmacéuticas
distintas, a primeira contendo os extratos oleoso de urucum e aquoso de trigo
(LCF2001) e a segunda com os extratos oleoso de urucum e etandlico de trigo
(LCFT2002). No estudo in vitro as formulagées foram avaliadas frente a isolados
Sporothrix em relagédo a suscetibilidade antifungica e teste de sinergismo, o extrato
etandlico de trigo e o extrato oleoso de urucum apresentaram acgao antifungica isolado,
no entanto, em sinergismo apresentaram efeito antagénico. No estudo in vivo em
modelo murino para avaliagado da timomodulina, LCFT2001 e LCFT2002 foi induzido
experimentalmente esporotricose em ratos wistar e estes tratados diariamente com:
formulacéo tépica LCFT2001 (GF1); formulagdo topica (GF2); timomodulina,
itraconazol e formulagdo LCFT2001 (GITF1); timomodulina, itraconazol e formulagao
LCFT2002 (GITF2); timomodulina e itraconazol (GIT); timomodulina (GT); controle
positivo, itraconazol (Gl); controle negativo, sem tratamento (GCN). Aos quatro, 11,
18, 30 e 42 dias, avaliou-se a efetividade dos tratamentos por dados clinicos,
avaliacao micoldgica (quantificacao de carga fungica e retroisolamento) e histolégica
(padréo de leséao tecidual). Foi possivel observar que os grupos GF2, GITF1 e GITF2
diferenciou-se clinicamente dos outros grupos demonstrando maiores valores de
sinais inflamatdrios no inicio do periodo experimental e decrescendo com o tempo de
tratamento. Os grupos GIT, GITF1 e GITF2 reduziram a carga fungica, diferenciando
positivamente dos grupos controles. Esses grupos na histologia demonstram maior
quantidade de linfocitos e menor quantidade de células fungicas, ademais, o GITF2
apresentando fibrose madura antes os demais grupos. No ensaio clinico em felinos
para avaliacdo da timomodulina e LCFT2002 foram estudados gatos com
esporotricose naturalmente. Para isso foi realizada um estudo prospectivo analisando
o tratamento com itraconazol, timomodulina e formulagéo tépica LCFT2002 (GITF);
itraconazol e timomodulina (GIT); itraconazol e formulagao tépica LCFT2002 (GIF); e
itraconazol (Gl) por 60 dias. Os felinos foram submetidos a avaliagao clinica, citolégica
(quantificagédo de leveduras nas lesdes) e histoldgica (padréo de leséo tecidual).



Constatou-se que o grupo GIT apresentou melhor desfecho clinico, ndo apresentando
nenhuma falha terapéutica, no entanto, o grupo GITF apresentou uma reducdo da
quantidade de células fungicas e area das lesdes em menor tempo. Além disso, na
histolégia observou que o grupo GITF apresentou maior quantidade de linfocitos,
células epitelioides e fibrose com o tratamento.Destacando que o tratamento com
timomodulina e formulagdo tépica LCFT2002 como adjuvantes aumenta resposta
inflamatdria, potencializando o tratamento com itraconazol. A tese resultou em trés
artigos, para os periodicos Revista Observatério de La Economia Latinoamericana,
Mycoses e Ciéncia Animal.

Palavras-chave: gatos, ratos wistar; Sporothrix spp; timomodulina; zoonose.



Abstract

PINEIRO, Martha Bravo Cruz. Evaluation of a healing cream containing annatto
and wheat plant extracts associated with immunomodulation in combination
with conventional treatment for sporotrichosis. 2024. 104f. Thesis (Doctor
degree in Sciences) - Programa de Pés-Graduagdo em Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2024.

Sporotrichosis is the most important subcutaneous implantation mycosis in Brazil,
caused by fungi of the Sporothrix schenckii complex, frequently affecting humans,
dogs, and especially cats. Feline sporotrichosis and its zoonotic transmission have
been increasing in Brazil, and cases of treatment failure with conventional therapies
have already been reported. This study aimed to evaluate the efficacy of formulations
containing plant-derived actives from Bixa orellana L. (annatto) and Triticum aestivum
(wheat), as well as thymomodulin as adjuvants in the treatment of cutaneous
sporotrichosis lesions, through in vitro and in vivo experiments in murine models and
naturally infected cats.Initially, oleaginous extracts of annatto and aqueous and
ethanolic extracts of wheat were obtained. Subsequently, two distinct pharmaceutical
formulations were developed: one containing annatto oil and aqueous wheat extract
(LCFT2001), and another containing annatto oil and ethanolic wheat extract
(LCFT2002). In the in vitro study, the formulations were tested against Sporothrix
isolates to assess antifungal susceptibility and synergism. The ethanolic wheat extract
and annatto oil showed individual antifungal activity; however, when combined, they
exhibited antagonistic effects. In the in vivo murine model, sporotrichosis was
experimentally induced in Wistar rats, which were treated daily with: topical formulation
LCFT2001 (GF1); topical formulation LCFT2002 (GF2); thymomodulin, itraconazole,
and LCFT2001 (GITF1); thymomodulin, itraconazole, and LCFT2002 (GITF2);
thymomodulin and itraconazole (GIT); thymomodulin alone (GT); positive control with
itraconazole (Gl); and a negative control without treatment (GCN). At days 4, 11, 18,
30, and 42, treatment effectiveness was evaluated through clinical data, mycological
analysis (fungal load quantification and re-isolation), and histological assessment
(tissue lesion pattern). It was observed that groups GF2, GITF1, and GITF2 showed
distinct clinical progression, with more pronounced inflammatory signs early on, which
decreased over the course of treatment. The GIT, GITF1, and GITF2 groups
significantly reduced fungal load compared to controls. Histologically, these groups
exhibited greater lymphocytic infiltration and fewer fungal cells; in addition, GITF2
showed mature fibrosis earlier than other groups. In the clinical trial in cats, the effects
of thymomodulin and LCFT2002 were evaluated in cats with naturally acquired



sporotrichosis. This was a prospective study analyzing treatments with itraconazole,
thymomodulin, and LCFT2002 topical formulation (GITF); itraconazole and
thymomodulin (GIT); itraconazole and LCFT2002 (GIF); and itraconazole alone (Gl)
over a 60-day period. Cats underwent clinical, cytological (yeast quantification in
lesions), and histological evaluations (tissue lesion pattern).lt was found that the GIT
group had the best clinical outcome, with no therapeutic failures, while the GITF group
showed faster reduction in fungal cells and lesion areas. Histologically, the GITF group
showed increased numbers of lymphocytes, epithelioid cells, and fibrosis during
treatment. These findings highlight that the use of thymomodulin and topical LCFT2002
as adjuvants enhances the inflammatory response, potentiating the effects of
itraconazole. This thesis resulted in three scientific articles submitted to the journals
Revista Observatorio de La Economia Latinoamericana, Mycoses, and Ciéncia
Animal.

Keywords: cats; Wistar rats; Sporothrix spp.; thymomodulin; zoonosis
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1 Introdugao

A esporotricose, anteriormente considerada uma micose subcutanea
esporadica e restrita a certas regides do Brasil, emergiu de forma significativa a partir
do inicio da década de 1990, especialmente com o aumento dos casos em felinos
(BARROS et al., 2001; BARROS et al., 2004; NOBRE et al., 2001). Desde entéo, a
enfermidade passou por um processo de expansao geografica e epidemioldgica,
ultrapassando as fronteiras nacionais e sendo reconhecida como um problema de
saude publica em diversos paises da América Latina e em outros continentes. O
agente Sporothrix brasiliensis, altamente virulento e com potencial zoonético, tem sido
o principal responsavel por essa disseminagdo. O avango dos casos e a capacidade
de transmissdo entre animais e humanos refletem a importancia de medidas de
controle e vigilancia global da doenca (GREMIAO et al., 2020).

Na atualidade, a esporotricose humana esta cada vez mais relacionada ao
contato com felinos domésticos, pois essa espécie € a mais suscetivel a infecgcao por
Sporothrix spp., desenvolvendo multiplas lesbes cutaneas que apresentam uma
grande quantidade de células leveduriformes (ou seja, alta carga fungica) nas lesdes,
diferindo das demais espécies (MADRID et al., 2012; MIRANDA et al., 2018b;
SCHUBACH et al., 2004). Assim, os gatos tém um alto potencial zoondtico para
transmissao de Sporothrix e desempenham um papel importante na cadeia
epidemioldgica da esporotricose, disseminando a doenga ndo apenas intraespécies,
mas também interespécies (POESTER et al., 2018; RODRIGUES et al., 2020). Logo,
a esporotricose felina precede o aumento de casos humanos, o que representa um
preocupante problema de saude publica (POESTER et al., 2018; RODRIGUES et al.,
2020; RODRIGUES et al., 2013).

Pouco se conhece sobre a imunidade dos felinos, frente a infeccdo por
Sporothrix spp. e um perfil de resposta ainda nao foi evidenciado. Sabe-se que a
imunidade produzida por células T auxiliares do tipo 1 (Th1) € a principal protegao
para infecgdes por fungos intracelulares (ABBAS et al., 2011; MIRANDA et al., 2015).

Assim, o principal meio de defesa do organismo contra os fungos esta na sua
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destruicdo mediada por fagdcitos, que produzem oéxido nitrico (NO) e outros
componentes. Esse efeito, assim como a fungéo dos neutrdfilos, € potencializado pela
producao de interferon-gama (IFN-y) (MACHADO et al., 2004). Além disso, as lesbdes
em gatos predispdem a formagao de granulomas incapazes de conter a disseminagao
da doenga (MIRANDA et al., 2013), salientando o aumento dos linfécitos T CD8+ e
falhas na resposta imune celular do gato (MIRANDA et al., 2016) ou altos niveis de IL-
10 durante FIV e/ou coinfecgbes por FelLV, e baixos niveis de IL-4 (FeLV positivo) e
IL-12 (FIV- positivo) (MIRANDA et al., 2018a), o que sugere desenvolver
apresentacoes clinicas graves nos felinos. Essas condigdes imunoldgicas que sao
pertinentes a espécie felina parecem dificultar a cura durante uma infec¢ao por S.

brasiliensis, mesmo com tratamento antifungico adequado.

O tratamento da esporotricose felina € um desafio, pois o numero de
antifungicos orais € limitado e esses agentes apresentam efeitos adversos e alto custo
(GREMIAO et al., 2015). A esporotricose tem como tratamento padr&o os antifungicos,
e para cades e gatos o itraconazol (ITZ) € recomendado como primeira opgéao
(GREMIAO et al., 2015). A associagdo de ITZ ao iodeto de potassio em capsulas foi
demonstrado como uma alternativa efetiva e segura, principalmente, no tratamento da
esporotricose felina refrataria ao ITZ (REIS et al, 2016; DA ROCHA, 2018), assim
como a associacéo de ITZ e de anfotericina B intralesional (AFB IL) (GREMIAO et al.,
2011). Além disso, o tratamento € longo e deve ser continuado por pelo menos um
més apos o desaparecimento dos sinais clinicos (CHAVES et al., 2013; GREMIAO et
al., 2020; LLORET et al., 2013).

Entretanto, muitos casos sao comprovadamente refratarios ao antifungico
convencional, assim é crescente o numero de casos com falhas terapéuticas. Varios
fatores podem comprometer a cura clinica, como escolha do medicamento e doses
terapéuticas (KINNISON et al., 2015), a administragédo terapéutica sendo fornecida
conforme prescrito pelo veterinario (SIVEN et al., 2017), susceptibilidade antifingica
(BORBA-SANTOS et al., 2015; BRILHANTE et al., 2016; STOPIGLIA et al., 2014),
entre outros. A falha do tratamento associada a baixa susceptibilidade de Sporothrix
brasiliensis a ITZ tem sido descrita em estudos recentes que demonstraram
resisténcia de Sporothrix brasiliensis frente a diferentes marcas comerciais e
compostos (WALLER et al., 2020), a resisténcia in vitro de Sporothrix brasiliensis

correlacionado com falha terapéutica in vivo (NAKASU et al., 2020).
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Contudo, reafirma a necessidade de rever as alternativas dentro do compéndio
farmacolégico e formas de tratamento. Dentre essas, pode-se citar a associagao de
estimulantes do sistema imunoloégico com antifungicos tradicionais como promissoras
(FORLANI et al., 2021; GUTERRES et al., 2014). Considerando o papel da imunidade
celular, modulagdo da inflamacdo granulomatosa (FORLANI et al., 2021) e
retroviroses em gatos, drogas que auxiliam o sistema imunoldgico podem ser
particularmente benéficas para esses pacientes. A timomodulina € um extrato timico
que promove a modulacao de linfécitos T e B e contribui para acéo de varios tipos de
células de defesa como neutréfilos, linfocitos e macréfagos, necessarias para o
controle de micoses (ANDRADE, 2017; FORLANI et al., 2018). Em pesquisas
recentes o uso de timomodulina como terapia adjuvante associada a ITZ e iodeto de
potassio ocasiona em menor tempo de remissao dos sinais clinicos extracutaneos,
melhora o prognaostico e sobrevida de gatos com esporotricose cutanea disseminada
num estudo prospectivo (FORLANI et al., 2021).

Em nossos estudos foram determinados a acgado cicatrizante de duas
formulagcbes com ativos de extratos vegetais de Bixa orellana L. e Triticum aestivum
(registro de solicitagao de Patente junto ao INPI n°® BR 10 2018 069700 5) para uso
em feridas cutdneas abertas de pequenos animais. O potencial cicatrizante destes
ativos foi estabelecido separadamente e sua agao conjugada comprovada em estudos
pré-clinicos e clinicos no publico-alvo. Assim como ag¢ao antibacteriana frente a

bactérias do género Staphylococcus (dados ainda nao publicados).

Em estudo pré-clinico, em modelo murino, de efeito frente a lesdes térmicas
demonstrou-se que as formulacées exacerbaram a inflamagdo e a angiogénese,
permitindo maior perfusédo do infiltrado inflamatério e a intensificacéo deste, agindo de
forma expressiva, o que reflete um efeito pro inflamatorio (CAPELLA et al., 2020). No
publico-alvo, caes e gatos, comprovou-se que as formulagcdes proporcionaram, uma
melhor circulagéo no local lesionado com o aumento do infiltrado inflamatério, o que
permite a acdo de células de defesa do organismo limpando o local e o
desenvolvimento de intensa rede de fibrina resultando numa barreira protetora local,
principalmente para lesdes cutaneas extensas com risco de contaminag&o. Além
disso, houve uma maior formacao e organizacado das fibras colagenas em menor
tempo de tratamento no processo cicatricial, acelerando a fase de maturacao da lesao

e tornando a cicatriz mais resistente e elastica. Observou-se em felinos e caninos a
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aceleracao do processo cicatricial, o que otimizou o tratamento obtendo a cura clinica
em menor tempo. Ainda se verificou que a apresentagdo em creme, permite a
hidratacdo da lesdo cutanea e a melhor absorgao ativos. Além de facilitar a aplicacéo
do produto de forma uniforme, reduzindo o tempo de manipulagdo e possiveis

desconforto dos animais.

Considerando o aumento da frequéncia de gatos com esporotricose no Brasil,
o aumento de relatos de casos humanos decorrentes da transmiss&o zoondética, a
dificuldade na terapéutica de felinos, € evidente a necessidade de avaliar tratamentos
que possam melhorar a resposta imunologica como adjuvantes na esporotricose
felina. O estudo propde um tratamento adjuvante ao uso do itraconazol, atuando de
forma sistémica estimulando o sistema imune do animal frente ao fungo, ao mesmo
tempo que de forma topica acelera a cicatrizacdo das lesbes cutdneas da
esporotricose assim reduzindo a evolugao dos casos em felinos para quadros graves,
reduzindo tempo de tratamento e de risco de transmissdo. Nesse contexto, a presente
tese teve como objetivo central elucidar, através de trés estudos, a agédo da
timomodulina e das formulagbes tépicas como adjuvante no tratamento da
esporotricose em modelo murino e em felinos. Assim, originou trés artigos, para os
periodicos Revista Observatorio de La Economia Latinoamericana, Mycoses e Ciéncia

Animal.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Realizar teste pré-clinicos, in vitro, in vivo e ensaio clinico. Determinar a agao
das formulagdes contendo os ativos vegetais urucum e trigo, e da timomodulina no
tratamento de esporotricose experimental em modelo murino e em felinos

naturalmente infectados.

2.2 Objetivo Especificos

- Determinar concentragdo inibitéria minima e fungicida de urucum e trigo,
interacao entre esses compostos com farmaco de eleicao.

- Avaliar clinicamente a acdo das formulagcdes e timomodulina nas lesbes
cutaneas de esporotricose em modelo murino durante o periodo experimental;

- Avaliar o efeito das formulacdes e da timomodulina na reducdo do numero de
células de S. brasiliensis nas lesbes de esporotricose induzida em modelo
murino;

- Avaliar o efeito das formulacdes e da timomodulina no processo inflamatério e
na cicatrizacdo das lesdes de esporotricose induzida em modelo murino;

- Avaliar a acdo da formulagao tépica com melhor desempenho no modelo
murino e da timomodulina associado ao antifungico convencional no tratamento

da esporotricose felina;
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RESUMO

A esporotricose, zoonose emergente no Brasil, ¢ causada por fungos do complexo Sporothrix,
com destaque para a espécie S. brasiliensis. Diante da resisténcia crescente ao tratamento
convencional com itraconazol e da limitada disponibilidade de antifungicos eficazes, este
estudo teve como objetivo avaliar in vitro a atividade antifiingica de extratos vegetais de Bixa
orellana L (urucum) e Triticum aestivum (trigo) frente a 16 isolados clinicos de Sporothrix spp.
Foram preparados extratos oleosos de urucum, aquoso e etanolico de trigo, e sua atividade
antiflingica foi testada por microdilui¢do em caldo segundo as diretrizes CLSI M38-A2. O
extrato oleoso de B. orellana demonstrou atividade inibitoria e fungicida contra todos os
isolados testados, com CIMs variando de 0,0156 a 1 mg/mL. O extrato etandlico de trigo
apresentou atividade moderada frente a alguns isolados, enquanto o extrato aquoso foi ineficaz.
Testes de sinergismo entre os extratos e o itraconazol indicaram interagdes antagdnicas.
Conclui-se que o extrato oleoso de B. orellana é um candidato promissor para formulagdes
fitoterdpicas, enquanto o uso combinado com antifungicos convencionais deve ser avaliado
com cautela.

Palavras-chave: Antifingicos, Esporotricose, Fitoterapia, Bixa orellana L, Triticum aestivum,
Sinergismo.

ABSTRACT

Sporotrichosis, an emerging zoonosis in Brazil, is caused by fungi of the Sporothrix schenckii
complex, with S. brasiliensis being the most prominent species. Given the increasing resistance
to conventional treatment with itraconazole and the limited availability of effective antifungal
agents, this study aimed to evaluate the in vitro antifungal activity of plant extracts from Bixa
orellana L(annatto) and Triticum aestivum (wheat) against 16 clinical isolates of Sporothrix
spp. Oil extracts of annatto and aqueous and ethanolic extracts of wheat were prepared, and
their antifungal activity was tested using the broth microdilution method according to CLSI
M38-A2 guidelines. The oil extract of B. orellana showed inhibitory and fungicidal activity
against all tested isolates, with MICs ranging from 0.0156 to 1 mg/mL. The ethanolic wheat
extract showed moderate activity against some isolates, while the aqueous extract was
ineffective. Synergy tests between the extracts and itraconazole indicated antagonistic
interactions. It is concluded that the oil extract of B. orellana is a promising candidate for
phytotherapeutic formulations, while its combined use with conventional antifungal agents
should be carefully evaluated.

Keywords: Antifungals, Sporotrichosis, Phytotherapy, Bixa orellana L., Triticum
aestivum, Synergism.

RESUMEN
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La esporotricosis, una zoonosis emergente en Brasil, es causada por hongos del complejo
Sporothrix schenckii, destacandose la especie S. brasiliensis. Ante la creciente resistencia al
tratamiento convencional con itraconazol y la limitada disponibilidad de antifungicos eficaces,
este estudio tuvo como objetivo evaluar in vitro la actividad antifungica de extractos vegetales
de Bixa orellana L (urucu) y Triticum aestivum (trigo) frente a 16 aislamientos clinicos de
Sporothrix spp. Se prepararon extractos oleosos de urucu, y extractos acuosos y etanolicos de
trigo, y su actividad antifingica fue evaluada mediante microdilucion en caldo, siguiendo las
directrices del CLSI M38-A2. El extracto oleoso de B. orellana demostr6 actividad inhibitoria
y fungicida contra todos los aislamientos evaluados, con CIMs entre 0,0156 y 1 mg/mL. El
extracto etanolico de trigo present6 actividad moderada frente a algunos aislamientos, mientras
que el extracto acuoso fue ineficaz. Las pruebas de sinergia entre los extractos y el itraconazol
indicaron interacciones antagonicas. Se concluye que el extracto oleoso de B. orellana es un
candidato prometedor para formulaciones fitoterapéuticas, mientras que el uso combinado con
antifungicos convencionales debe evaluarse con cautela.

Palabras clave: Antifungicos, Esporotricosis, Fitoterapia, Bixa orellana L., Triticum aestivum,
Sinergia.

1 INTRODUCAO

A esporotricose ¢ uma micose subcutinea causada por fungos do complexo Sporothrix,
com crescente relevancia no Brasil, especialmente devido a forma zoonotica transmitida por
felinos, que tem gerado surtos urbanos com impacto na saude publica e na medicina veterinaria
(Silva et al, 2015; Gremiao et al, 2017). Atualmente, ¢ considerada uma zoonose endémica no
pais, com alta prevaléncia em felinos e humanos, consolidando-se como um importante
problema de saude publica (Poester ef al, 2018).

O tratamento padrao envolve antifingicos como o itraconazol, porém sua eficacia pode
ser limitada em casos de esporotricose disseminada, em pacientes imunocomprometidos ou
quando ha coinfeccao por cepas mais virulentas, como Sporothrix brasiliensis, frequentemente
associada a quadros mais graves e refratarios (Silva et al, 2012; Oliveira et al, 2022). Além
disso, a resposta terapéutica ¢ frequentemente lenta e prolongada, podendo se estender por
meses, o que favorece abandonos de tratamento e recidivas (Nakasu et al., 2021; Oliveira ef al,
2022). A refratariedade clinica, especialmente em felinos, estd relacionada a fatores como baixa
biodisponibilidade oral dos antifingicos, resisténcia fungica (Waller et al/, 2021a) e dificuldades
no manejo da infeccdo cutdneo-mucosa extensa (Silva et al, 2020; Nakasu et al, 2021). O
numero de opg¢des antifingicas eficazes ¢ limitado, com destaque para itraconazol, terbinafina
e anfotericina B, sendo que esta ultima, apesar de potente, apresenta alta toxicidade e

necessidade de uso parenteral (Queiroz-Telles et al, 2017; Oliveira et al, 2022). A busca por
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novos compostos antifungicos ¢ desafiada por dificuldades intrinsecas a biologia dos fungos,
como sua semelhanca metabolica com células eucaridticas humanas, o que restringe alvos
terapéuticos viaveis e seguros (Queiroz-Telles et al, 2017; Wiederhold et al, 2017).

Diante das limitagcdes associadas ao tratamento da esporotricose e da necessidade de
alternativas terapéuticas eficazes e menos toxicas, o estudo de compostos naturais com
potencial antifingico e cicatrizante torna-se uma estratégia promissora. Em plantas Bixa
orellana (Bixaceae) e Triticum aestivum (Poaceae), respectivamente conhecidas por urucum e
trigo, estudos recentes tem revelado atividade antifungica contra Aspergillus sp. (Hu et al, 2022)
e Candida albicans (Poma-Castillo; Espinoza, 2019), porém, ndo ha estudos frente a Sporothrix
spp.

Adicionalmente, estudos anteriores determinaram a agao cicatrizante de formulagdes
contendo ativos de Bixa orellana e Triticum aestivum para uso em feridas cutaneas abertas de
pequenos animais, demonstrando eficdcia tanto em estudos pré-clinicos quanto clinicos no
publico-alvo (Tillmann et al, 2014; Capella et al, 2016; Capella et al, 2020). Em modelo murino
desenvolvido pelo grupo de pesquisa, demonstrou-se ainda que o uso da timomodulina
associada a uma formulagdo contendo extrato oleoso de urucum e extrato etandlico de trigo
como adjuvante no tratamento da esporotricose foi capaz de otimizar o efeito do itraconazol,
acelerando a cicatrizacao e potencializando sua acao antifungica (dados ainda nao publicados).

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar pela primeira vez a atividade antifingica
in vitro dos extratos aquoso e etanolico de Triticum aestivum e do extrato oleoso de Bixa
orellana frente a isolados clinicos de Sporothrix spp., visando contribuir para a identificagao

de possiveis agentes terapéuticos complementares no manejo da esporotricose.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS EXTRATOS

O Triticum aestivum, popularmente conhecido como trigo, tem demonstrado potencial
atividade antifingica em diversos estudos, especialmente quando utilizados extratos de suas
partes jovens, como a grama de trigo (wheatgrass). Essa acdo estd associada a presenga de
compostos bioativos como flavonoides, acidos fendlicos e peptideos antimicrobianos naturais,
que atuam desestabilizando a parede celular ¢ a membrana de fungos patogénicos (Kothari et
al, 2011; Kumar et al, 2013). Pesquisas in vitro indicam eficicia moderada contra
microrganismos como Candida albicans e Aspergillus niger (Kothari et al, 2011), sugerindo
seu possivel uso como agente fitoterapico complementar. Apesar de promissora, a atividade

antifingica do 7. aestivum ainda requer estudos mais aprofundados, especialmente quanto a
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padronizacdo de extratos e avaliagdo contra fungos de importancia clinica, como os do género
Sporothrix (Singh, Verma, Mishra, 2015).

O extrato oleoso de Bixa orellana L. (urucum) tem sido estudado por seu potencial
antifingico, sobretudo devido a presenga de carotenoides lipossoluveis, como bixina e
norbixina, além de compostos triterpénicos e fendlicos que se concentram na fragao lipidica da
planta (Silva et al, 2008; Nascimento, Oliveira, Mota 2007). Estudos in vitro demonstraram que
o extrato oleoso obtido das sementes apresenta atividade antifiingica contra cepas de Candida
albicans, Aspergillus niger e fungos dermatofiticos, promovendo zonas de inibi¢ao visiveis em
testes de difusdo em agar e microdilui¢do (Nascimento, Oliveira, Mota, 2007; Barros et al,
2015). Acredita-se que o mecanismo de agdo esteja relacionado a alteragdo da integridade da
membrana plasmatica fliingica, aumento da permeabilidade celular e possivel interferéncia na
sintese de ergosterol (Barros ef al, 2015). Em comparag¢do com extratos aquosos ou alcoolicos,
o0 extrato oleoso mostrou-se eficaz em concentragdes mais baixas, o que pode estar relacionado
a melhor penetragdo lipofilica nas estruturas fungicas (Silva et al, 2008; Barros et al, 2015).
Apesar dos resultados promissores, ainda sdo necessarios ensaios toxicologicos e in vivo para

garantir a seguranga e viabilidade do uso terapéutico do extrato oleoso de B. orellana.

2.2 CROMATOGRAFIA DOS EXTRATOS

A andlise cromatografica metabolomica do extrato oleoso de Bixa orellana L. por
GC/MS permitiu a identificagdo de diversos compostos bioativos, principalmente
hidrocarbonetos aromadticos, sesquiterpenos e dalcoois triterpénicos. Dentre os principais
metabolitos detectados estdo o anetol, o esqualeno, a y-tocoferol, além de esterdis como
estigmasterol, y-sitosterol e fucosterol, que sdo reconhecidos por suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias (Capella ef al, 2020). A presenca de acidos graxos foi
confirmada em uma andlise complementar, sendo identificados compostos como 4acido
linoleico, linolénico, oleico e estedrico, todos com reconhecida agdo bioldgica relevante,
incluindo propriedades anti-inflamatorias e fun¢ao estrutural em membranas celulares (Capella
et al, 2020).

J& na espécie Triticum aestivum, a andlise comparativa dos extratos etandlico e aquoso
por LC-MS/MS revelou diferengas significativas no perfil metabolico entre os dois tipos de
extracdo. O extrato etanolico apresentou maior concentracdo de compostos fendlicos, como
acido ferulico, vanilico e salicilico, enquanto o extrato aquoso se destacou pela presenca de
catequina e menores teores de acidos fendlicos detectados. Metabolitos com diferencas

expressivas entre os extratos incluiram acido ricinoleico (enriquecido no etandlico) e acidos
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dicarboxilicos como o maleico e o mélico (reduzidos no etandlico), o que indica que o tipo de
solvente influencia diretamente a extracdo de compostos bioativos (Capella et al, 2020).

O extrato etandlico de trigo foram encontrados os compostos 9,12,13-trihidroxi-10,15-
octadecadienoico, acido maléico, acido pinélico, 5-5'-Acido desidrodifertlicoe os compostos
fenolicos acido 4-Hidroxibenzeico, 4cido caféico, catequina, acido ferrulico, dcido p-cumarico,

acido sinapico, acido sirinico, cido vanilico e &cido salicilico (Brito et al, 2021).

3 METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS VEGETAIS E FITOTERAPICOS

Os extratos vegetais foram obtidos a partir de sementes das plantas Bixa orellana L. e
Triticum aestivum, adquiridas comercialmente com origem certificada e ficha técnica As
sementes das plantas foram secas e trituradas para aumentar a superficie de contato,
favorecendo as extragoes.

As técnicas utilizadas foram segundo Capella ef al (2020). Para as sementes de Bixa
orellana L. utilizou-se a técnica Sohlet com hexano como solvente, a uma temperatura de 68°
C, por seis horas. O 6leo fixo obtido passou pelo evaporador rotativo para remog¢ao do solvente
e obtengdo do oleo de urucum purificado. O 6leo foi, entdo, acondicionado em refrigerador
(4°C), ao abrigo da luz, até sua utilizacdo. Enquanto para as sementes de Triticum aestivum
utilizou-se duas formas distintas. A primeira pela técnica de sonificagdo por ultra-som,
utilizando 50 gramas de trigo em 500mL de dgua destilada mantigos em sonificagdo durante 30
minutos, obtendo um extrato aquoso. Apos o extrato foi filtado, liofilizado e armazenado em
ultrafreezer -80°C. A segunda técnica utilizada para obten¢do de um extrato etanolico, ocorreu
pela mesma técnica de sonifica¢do por ultra-som, utilizando 25g de sementes em 150mL de
solvente alcool-etilico, mantidos em sonificacdo durante 30 minutos. Apds o solvente foi

eliminado em um rotaevaporador e o extrato armazenado em ultrafreezer -80°C.

3.2 TESTE DE SUSCETIBILIDADE ANTIFUNGICA

Para o ensaio de suscetibilidade antifingica, a técnica de microdilui¢do em caldo foi
realizada de acordo com as diretrizes M38-A2 (CLSI, 2008) contra Sporothrix spp. Para esse
teste, foram utilizados 14 isolados clinicos de S. brasiliensis obtidos de gatos (n=12) e caes com
esporotricose (n=2) e as cepas identificadas por analise molecular do Laboratério de Micologia
Meédica e Molecular (UNIFESP, Sao Paulo, SP, Brasil). Cepas padrdo de S. brasiliensis
(n=1;Ss177 IPEC 16919- Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, Fiocruz, Rio de
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Janeiro, RJ, Brasil; FMR 8314- Facultat de Medicina i Ciencies de la Salut, Reus, Espanha) e
de S. schenckii (n=1; 10C 1226- Instituto Oswaldo Cruz Rio de Janeiro/RJ, Brasil) da

esporotricose humana foram também testados, totalizando 16 isolados.

Os isolados clinicos foram armazenados na cole¢do de micologia do Centro de
Diagnostico e Pesquisa em Micologia Veterinaria (Federal Universidade de Pelotas, Brasil). A
identificacdo fungica foi realizada por meio de andlises macro e micromorfoldgicas das
colonias. A identificagdo molecular foi realizada por polimorfismo de comprimento de
fragmento de restri¢ao de reacao em cadeia da polimerase (PCR-RFLP), usando digestao com

endonuclease de restricdo (Rodrigues et al., 2013).

Cada inoculo fungico foi preparado individualmente a partir da respectiva subcultura
em fase micelial em agar batata dextrose (Acumedia, Lansing, MI, EUA) a 27°C por sete dias
para promover a formac¢ao de conidios. Cada indculo foi suspenso em solucdo salina estéril e a
concentragdo foi ajustada usando um espectrofotometro ultravioleta (Spectrum Instruments
Co., Shanghai, China) em uma densidade optica de 80-82% e 530 nm de transmitancia. As
suspensoes fungicas ajustadas foram diluidas em RPMI-1640 (médio do Roswell Park
Memorial Institute, Sigma, Steinheim, Alemanha) contendo MOPS (3-(N-morfolino) acido
propano-sulfonico) e suplementacdo com 2% de glicose no um pH de 7,0, para obter um indculo

final de intervalo de 10* UFC/mL (coldnia unidades formadoras).

A partir da concentragao inicial, dez diluigdes seriadas foram realizadas em meio RPMI-
1640 tamponado com MOPS diretamente em microplacas para obter uma concentracao final de
8 a 0,0156 mg/mL de extrato oleoso de B. orellana L.; de 1 a 0,00195- mg/mL de extrato

etanolico de 7. aestivum e de 1 a 0,00195 mg/mL de extrato aquoso de 7. aestivum.

Em microplacas de 96 pogos, positivo (100 uL. de suspensdo de conidios e 100 puL de
RPMI-1640) e controles negativos (200 pL RPMI-1640) foram utilizados para confirmar o
crescimento fingico normal e a esterilidade do meio de cultura, respectivamente. As
microplacas foram incubadas a 35 °C por 72 h e a concentrag¢do inibitéria minima (CIM) foi
determinado visualmente por comparagdo com pogo livre de crescimento (controle negativo).
O valor da CIM foi designado como o menor valor capaz de impedir o crescimento fingico
visivel. Para a concentragdo fungicida minima (CFM), aliquotas de 10 pl dos pogos sem
crescimento fingico foram transferidos para placas de Petri contendo Agar Sabouraud dextrose
(Acumedia, MI, EUA) e incubado a 35 °C por 72 h para visualizar o crescimento de fungos.
Todos os experimentos foram realizados em duplicata. Embora ndo haja ponto de corte para

espécies de Sporothrix spp., como critério de sensibilidade neste estudo, seguimos o valor de
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corte epidemiologico (ECV) proposto por Espinel-Ingroff et al. (2017), que afirma que valores
de CIM < 2 pg/mL e > 2 pg/mL podem ser considerados sensiveis e resistentes ao itraconazol,

respectivamente.

3.2 TESTE DE SINERGISMO

O ensaio checkboard com poucas modificagdes conforme metodologia empregada por
Danielli et al (2018) para determinar a interagdo entre itraconazol e extrato oleoso de B.
orellana L. (ITRA x URU); itraconazol e extrato etandlico de 7. aestivum (ITRA x ETA); e
extrato oleoso de B. orellana L. e extrato etandlico de 7. aestivum (URU x ETA) contra quatro
fungos S. brasiliensis ja sequenciados sendo dois sabidamente sensiveis ao itraconazol (S69 e

S127) e outros dois sabidamente resistentes ao itraconazol (R99 e R113).

Para o teste, um total de 64 combinagdes entre o composto selecionado e o itraconazol
foi testado em concentragdes variando de MIC/8 a 8xMIC. A interacao entre os compostos foi
definida pelo indice de concentracao inibitoria fracionada (FICI), obtido pela soma dos FICs de
cada substancia. Para a interpretagdo, a interacdo foi considerada sinérgica quando o valor foi
<0,5; aditiva quando entre >0,5 e <1,0; indiferente quando entre >1,0 e <4,0; e antagonista

quando >4,0. O ensaio foi realizado em duplicata.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 TESTE DE SUSCETIBILIDADE ANTIFUNGICA

No teste de suscetibilidade o extrato oleoso de B. orellana L. apresentou atividade
inibitoria e fungicida contra todos Sporothrix spp., € os valores de CIM variaram de 1 a 0,0156
mg/ml, enquanto os valores de CFM variaram de 1 a 0,03 mg/ml. Ja o extrato etanolico de T.
aestivium apresentou valores de CIM para alguns isolados de S. brasiliensis da espécie felina
(33%; 4/12) de 1mg/ml; e de CFM >1 mg/ml, mesmo valores foram apresentados contra os
isolados de Sporothrix spp. de humanos, somente para um isolado de S. brasiliensis da espécie
canina sendo valor de CIM de 0,25mg/ml e a CFM demonstrou valor de Img/ml. O extrato
aquoso de T. aestivium ndo apresentou atividade inibitoria e fungicida contra todos isolados de
Sporothrix spp na concentracdo maxima testada, enquanto os extratos oleoso de B. orellana L.
e etandlico de T. aestivium isolados apresentam acdo antifingica (Tabela 1) demonstrando

promissora agao para os estudos in vivo.
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Tabela 1- Concentracao inibitdria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) de extratos
oleoso de urucum (B. orellana L.), aquoso ¢ etandlico de trigo (7. aestivium) contra Sporothrix brasiliensis e S,
schenckii obtido de humanos e animais.

Codigo Espécie fungica  Hospedeiro OE URUCUM AQUOSO TRIGO ETANOLICO TRIGO
(mg/mL) (mg/ml) (mg/ml)
CIM CFM CIM CFM CIM CFM

S45 S, brasiliensis Felinos 0,06 0,5 n.i. >1 1 >1
S59 S brasiliensis Felinos 0,0156 0,03 n.i. >1 1 >1
S68 S brasiliensis Felinos 0,25 0,25 n.i. >1 n.i. >1
S69 S brasiliensis Felinos 0,03 0,25 n.i. >1 n.i. >1
S99 S brasiliensis Felinos 0,25 0,25 n.i. >1 n.i. >1
S103 S brasiliensis Felinos 0,125 1 n.i. >1 1 >1
S113 S brasiliensis Felinos 0,25 0,25 n.i. >1 n.i. >1
S126 S brasiliensis Canino 0,125 0,125 n.i. >1 n.i. >1
S127 S brasiliensis Felinos 0,06 0,125 n.i. >1 n.i. >1
S135 S brasiliensis Felinos 0,06 0,125 n.i. >1 n.i. >1
S143 S brasiliensis Felinos 0,25 0,25 n.i. >1 n.i. >1
S144 S brasiliensis Felinos 1 1 n.i. >1 n.i. >1
S151 S brasiliensis Canino 0,125 0,125 n.i. >1 0,25 >1
S154 S brasiliensis Felinos 0,03 0,03 n.i. >1 1 >1
10C 1226 S schenckii Humano 0,0156 0,06 n.i. >1 1 >1
Ss177 S brasiliensis Humano 0,125 0,125 n.i. >1 1 >1

*Faixa de concentracdo testada: 8-0,0156 mg/MI (extrato oleoso de B. orellana L.- OE urucum); 1-0,00195 mg/mL (extrato etandlico de 7.
aestivum- ETA trigo); 1- 0,00195 mg/mL (extrato aquoso de T. aestivum-AQU trigo); ® As linhas “S” sio Sporothrix brasiliensis e pertencem
ao acervo de cultura da Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, UFPEL, RS, Brasil; ¢ As linhagens “Ss! Pertencem ao
acervo de culturas da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP, SP, Brasil) - Ss177, cepa padrdo Sporothrix brasiliensis (outros codigos:
FMR 8314, Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut, Reus, Espanho, IPEC 16968, Instituto de Pesquisa Evandro Chagas/FIOCRUZ, RJ,
Brasil); IOC 1226 cepa padrao Sporothrix schenckii.

ni: nenhuma atividade inibitoria nas concentragdes testadas; nf: nenhuma atividade fungicida nas concentragdes testadas.

Os extratos vegetais testados demonstraram perfis distintos de atividade antifingica
frente a cepas do complexo Sporothrix schenckii, incluindo isolados de origem felina, canina e
humana. O extrato oleoso de urucum (Bixa orellana L.) apresentou resultados consistentes de
inibicdo e efeito fungicida contra todas as linhagens avaliadas. As concentragdes inibitérias
minimas variaram de 1 a 0,0156 mg/mL, enquanto as concentragdes fungicidas minimas
oscilaram entre 1 a 0,03 mg/mL. Os isolados fingicos S59 (felino) e IOC 1226 (humano)
demonstraram alta sensibilidade, com CIMs de 0,0156 mg/mL e CFMs de até¢ 0,06 mg/mL.
Esse perfil sugere que os constituintes bioativos do urucum, como bixina e norbixina, possuem
atividade antifingica potente, corroborando estudos anteriores que evidenciam o potencial

antimicrobiano desse fitoterapico (Cunha et al, 2019; Lima et al, 2020).

Em contrapartida, o extrato aquoso de trigo (7riticum aestivum) nao demonstrou
atividade antifiingica nas concentragdes testadas (1 a 0,00195 mg/mL). Isso sugere que os
compostos hidrossoluveis extraidos do trigo ndo possuem efeito relevante frente ao género
Sporothrix. Essa auséncia de eficacia pode estar relacionada a menor concentragdo ou auséncia
de metabolitos secundarios antifingicos em fragdes aquosas, conforme também relatado por
Ribeiro et al (2018), que observaram maior eficicia em extratos etanolicos comparados aos

aquosos de diversas gramineas.
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J& o extrato etandlico de trigo demonstrou atividade antifungica moderada em alguns
isolados, apresentando CIMs de 1 mg/mL em isolados como S45, S59, S103, S154, I0C 1226
e Ss177. No entanto, os valores de CFM ultrapassaram 1 mg/mL na maioria desses casos,
indicando um efeito predominantemente inibitério, sem fungicida significativo. A exceg¢ao foi
a linhagem canina S151, com CIM de 0,25 mg/mL e CFM de 1 mg/mL, sugerindo uma leve
acdo fungicida. Extratos etanolicos sdo conhecidos por apresentar melhor extragdo de
compostos fendlicos e lipofilicos, que frequentemente estao associados a atividade antifingica
(Alves et al, 2021). No entanto, os resultados modestos aqui obtidos indicam que o trigo,
mesmo na forma etandlica, possui baixa concentragcdo de compostos eficazes contra Sporothrix

spp., ou que tais compostos atuam de forma limitada neste género fungico.

Os resultados obtidos apontam para o extrato oleoso de urucum como o mais promissor
entre os testados. A eficacia frente a multiplas linhagens, inclusive da espécie S. brasiliensis,
que ¢ altamente prevalente em surtos zoonoticos de esporotricose no Brasil (Rodrigues et al,
2014), reforca seu potencial como agente antifingico alternativo. A atividade observada, tanto
inibitéria quanto fungicida, torna o urucum um candidato relevante para futuros estudos em

modelos in vivo e formulagdes terapéuticas fitoterapicas.

4.2 TESTE DE SINERGISMO

O teste de sinergismo apresentou antagonismo na combinagdo entre extrato oleoso de
B. orellana L e extrato etanolico de 7. aestivium, assim como na combinagdo entre o extrato
oleoso de B. orellana L. e itraconazol e extrato etanolico de 7. aestivum e itraconazol (Tabela

2).

Tabela 2 - Concentragao inibitéria minima (CIM) e indice de concentracdo inibitoria fracionada (ICIF) do extrato
de urucum, extrato etanodlico de trigo (mg/mL) e itraconazol (ug/mL) em combinagbes contra Sporothrix
brasiliensis sensiveis e resistentes ao itraconazol.

s CIM CIM em CIM em CIM em
brasilz:ensis combina¢do ICIF RI. combinagdo ICIF RI. combinacdo ICIF R.I
URUETAITZ URUlI ETA URU ITZ ETA ITZ

Sensivel ao itraconazol (n=2)
S69 0,12 4 2 048 4 5 ANT 048 4 6 ANT 0,48 16 12 ANT
S127 024 4 2 096 4 6 ANT 0,96 4 6 ANT 0,96 16 12 ANT
Resistente ao itraconazol (n=2)
R99 05 4 8 4 4 9 ANT 1 16 4 ANT 2 16 6 ANT
R113 0,25 4 32 4 4 17 ANT 1 128 6 ANT 1 128 8 ANT

ANT, antagodnico; ETA, extrato etandlico de trigo; ITZ, itraconazol; URU, dleo essencial de urucum; R.1. resultado da interpretagao

Os testes de susceptibilidade realizados com cepas de Sporothrix brasiliensis, tanto

sensiveis quanto resistentes ao itraconazol, revelaram que o extrato oleoso de urucum (URU),
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o extrato etanolico de trigo (ETA) e o antifungico itraconazol (ITZ), quando utilizados em
combinagdes, apresentaram interagdes antagdnicas em todos os casos avaliados. As cepas
sensiveis (S69 e S127) apresentaram CIMs de ITZ entre 2 pg/mL, consistentes com padroes de
sensibilidade esperados (OLIVEIRA et al., 2011). No entanto, os indices de concentracao
inibitoria fracionada (ICIF) nas combinagdes URU + ETA, URU + ITZ e ETA + ITZ variaram
entre 5 e 12, caracterizando interacdes antagdnicas (ICIF > 4) conforme os critérios

estabelecidos por Odds (2003).

Para as cepas resistentes ao itraconazol (R99 e R113), os valores de CIM do ITZ foram
elevados (8 a 32 pg/mL), confirmando o fenétipo de resisténcia previamente relatado para
isolados clinicos de S. brasiliensis no Brasil (Gomes et al, 2016). As combinagdes testadas
resultaram novamente em interagdes antagdnicas, com ICIFs variando de 4 a 17. Tais resultados
indicam que os compostos naturais testados, ao invés de potencializar a acdo antifungica,
podem interferir negativamente na eficacia do antifingico de referéncia. Essa antagonizacao
pode ser atribuida & competicdo por vias metabdlicas fingicas, a inibicdo de mecanismos
sinérgicos ou até a formacao de complexos que reduzem a biodisponibilidade dos ativos (Chen

etal,2017).

Adicionalmente, os valores de CIM individuais para URU e ETA foram relativamente
altos, variando entre 0,12 e 4 mg/mL, sugerindo uma atividade antifingica intrinsecamente
fraca frente as cepas avaliadas. Apesar de estudos anteriores indicarem propriedades
antimicrobianas do urucum e do trigo, esses efeitos parecem ser mais evidentes em bactérias
ou fungos filamentosos de outras espécies (Rodrigues et al, 2019; Souza et al, 2020). No caso
de Sporothrix spp., o perfil de resisténcia natural e a complexidade da parede celular podem

limitar a penetracdo e eficacia desses extratos.

Esses achados destacam a importancia de uma abordagem criteriosa ao se propor o uso
combinado de compostos fitoterdpicos com antifingicos convencionais. Embora compostos
naturais tenham se mostrado promissores como agentes adjuvantes em diversas infec¢des
fungicas (Rahman et al, 2021), seus efeitos variam amplamente conforme a espécie-alvo, a
formulagdo utilizada e o modo de administragcdo. Assim, os dados aqui apresentados indicam
que, nas concentracdes testadas, as combinagdes de urucum, extrato de trigo e itraconazol nao
apenas sao ineficazes, mas potencialmente prejudiciais, o que contraindica seu uso conjunto no

tratamento da esporotricose causada por S. brasiliensis.
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Entretanto, o extrato de urucum provoca a migracao celular para a defesa local (Santos
et al, 2014)., os extratos de trigo estimulam a multiplicagdo dos fibroblastos e a produ¢do de
tecido cicatricial Triticum aestivumt ambém apresenta potencial no processo cicatricial,
principalmente devido apresenca de fitoestimulinas que agem sobre fibroblastos, os quais
estimulam a capacidade de sintetizar fibras colagenas e glicosaminoglicana (Mastroinanni et
al, 1988; Soldérzano et al., 2001). Um estudo utilizando a evolugdo da cicatriza¢dao de feridas
em animais experimentais contendo diferentes concentracdes de Triticum spp. demonstrou
eficiéncia na cicatrizagao de feridas in vivo (Tillmann et al, 2018) outro estudo no tratamento
de feridas em coelhos também demonstrou a eficiéncia na cicatrizagdo principalmente devido
a estimulagdo da forca tensiométrica (Tillmann et al, 2014).

Em modelo murino desenvolvido pelo grupo de pesquisa, demonstrou-se ainda que o
uso da timomodulina associada a uma formulacdo contendo extrato oleoso de urucum ¢ extrato
etandlico de trigo como adjuvante no tratamento da esporotricose foi capaz de otimizar o efeito
do itraconazol, acelerando a cicatrizagdo e potencializando sua acdo antifingica (dados ainda
ndo publicados). Assim, mesmo os extratos ndo apresentando atividade antifingica frente a
Sporothrix spp. nas concentragdes testadas, eles associados em um produto farmacologico

acelera a cicatrizagao de pacientes com lesdes de esporotricose pelo seu efeito cicatrizante.

5 CONCLUSAO

O extrato oleoso de Bixa orellana apresentou relevante atividade antifungica e fungicida
frente a isolados clinicos de Sporothrix spp., incluindo isolados resistentes ao itraconazol,
posicionando-se como uma alternativa fitoterapica promissora no tratamento da esporotricose.
O extrato etanolico de Triticum aestivum apresentou eficdcia limitada, e o extrato aquoso foi
ineficaz. As interagdes antagdnicas observadas in vitro indicam que o uso combinado dos
extratos com itraconazol requer cautela. Estudos adicionais sdo necessarios para compreender
melhor essas interagdes. Futuros estudos devem investigar a caracterizacao fitoquimica
detalhada, toxicidade e eficacia in vivo das formulagdes contendo B. orellana, bem como

estratégias farmacotécnicas que evitem antagonismos terapéuticos.
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INTRODUCAO

A esporotricose ¢ uma micose mundial que resulta da implantagdo dos conidios do
género Sporothrix [1]. No Brasil, a esporotricose causada por Sporothrix brasiliensis ¢
reconhecida como um grave problema de saude publica, com milhares de casos relatados nas
ultimas décadas, abrangendo todos os 26 estados brasileiros [2]. Além das fronteiras nacionais,
paises da América do Sul também tem notificado casos de transmissao felina de S. brasiliensis,
evidenciando seu potencial epidémico [3-5]. Adicionalmente, nos ultimos anos, foram descritos
casos de esporotricose humana causa por S. brasiliensis no Reino Unido, transmitida por um

gato importado do Brasil [6,7].

Identificada como a espécie mais virulenta do complexo, S.brasiliensis, € o principal
agente etioldgico da esporotricose felina e esta associado a infecgdes de animais e transmissao
zoonotica [8-10].0 aumento na prevaléncia da doenga ¢ devido a muitos fatores, incluindo a
viruléncia do patogeno, dificuldade para tratar esta micose, periodo terapéutico, potencial
zoondtico e o grande nimero de gatos ndo domiciliados e semidomicilados que sdo afetados

por este infeccao fungica [11].

Os gatos domésticos sdo altamente suscetiveis a esporotricose, desenvolvendo lesdes
multiplas, que apresentam uma grande quantidade de células leveduriformes [12-14] e abrigam
o fungo nas garras e na cavidade oral [13, 15-16], o que os distinguem de outras espécies € 0s
caracterizam como notdvel fonte de infec¢do [18-20]. Uma vez que, inocula diretamente células
de leveduras, que ¢ mais virulenta do que a forma de micélio, representando uma forma bem-
sucedida de dispersdo da doenca [8, 21, 22]. Consequentemente, a falta de politicas publica
suficientes e medidas preventivas para esta doenga [1, 23-26], juntamente com a dificuldade no
tratamento dos gatos infectados, ocasiona nessa espécie as principais vitimas da esporotricose
e atuantes como vetores da transmissao fungica intra e interespécie [24, 25, 27, 28]. Assim, a
cura de gatos com esporotricose ¢ fundamental para controlar a doenca em dareas

hiperendémicas [23].

A esporotricose tem como tratamento padrdao os antifingicos, e para cdes e gatos o
itraconazol ¢ recomendado como primeira opg¢ao [1, 28, 30-33]. Entretanto, muitos casos sao
comprovadamente refratdrios ao antifingico convencional, assim € crescente o numero de casos
com falhas terapé€uticas. Varios fatores podem comprometer a cura clinica, como escolha do
medicamento e doses terapéuticas [34], a administragdo terapé€utica sendo fornecida conforme
prescrito pelo veterindrio [35], susceptibilidade antifingica[36-38], entre outros. A falha do

tratamento associada a baixa susceptibilidade de S. brasiliensis a itraconazol tem sido descrita
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em estudos recentes que demonstraram resisténcia de S. brasiliensis frente a diferentes marcas
comerciais e compostos [39], a resisténcia in vitro de S. brasiliensis correlacionado com falha

terapéutica in vivo [40].

Assim, reafirma a necessidade de rever as alternativas dentro do compéndio
farmacoldgico e formas de tratamento. Dentre essas, pode-se citar a associagdo de estimulantes
do sistema imunoldgico com antifiingicos tradicionais como promissoras [41-42], considerando
o papel da imunidade celular e da modulacao da inflamacdo granulomatosa, farmacos que
auxiliem a resposta imune podem ser benéficos para esses pacientes. A timomodulina ¢ um
extrato timico que promove a modulacdo de linfocitos T e B e contribui para agdo de varios
tipos de células de defesa como neutrofilos, linfocitos e macrofagos, necessarias para o controle
de micoses [43-44]. Ainda sdo escassos os estudos clinicos controlados avaliando a eficacia de
imunomoduladores, sendo esse, um topico em constante discussdo na medicina felina [45].
Entretanto, pesquisas previamente realizadas apontam que o uso de timomodulina como terapia
adjuvante para menor tempo de remissdo dos sinais clinicos extracutdneos, melhora o
prognostico e sobrevida de gatos com esporotricose cutdnea disseminada num estudo

prospectivo [41].

Além disso, estudos anteriores determinaram a acao cicatrizante de duas formulagoes
com ativos de extratos vegetais de Bixa orellana L. e Triticum aestivum (registro de solicitagdo
de Patente junto ao INPI n°® BR 10 2018 06970) para uso em feridas cutineas abertas de
pequenos animais. O potencial cicatrizante destes ativos foi estabelecido separadamente e sua
acao conjugada comprovada em estudos pré-clinicos e clinicos no publico-alvo., evidenciou-se
que as formulagdes proporcionaram uma melhor circulagio no local lesionado, acompanhada
pelo aumento do infiltrado inflamatdrio, o que possibilita a acdo de células de defesa do
organismo limpando o local e o desenvolvimento de intensa rede de fibrina resultando numa
barreira protetora local, principalmente para lesdes cutdneas extensas com risco de
contaminagdo. Além disso, possibilitaram uma maior formagdo e organizacdo das fibras
coldgenas em menor tempo de tratamento no processo cicatricial, acelerando a fase de
maturacao da lesdo e tornando a cicatriz mais resistente e elastica. Em caninos, foi observada a
aceleracdo do processo cicatricial, otimizando o tratamento e alcangando a cura clinica em um

intervalo de tempo reduzido [46-48].

Para que se possa propor a utilizagdo de novos tratamentos em felinos com esporotricose
¢ necessario, primeiramente, a realizacdo de estudos pré-clinicos, com esporotricose induzida,

garantindo a acdo dos produtos no combate direto ao agente etiologico e, também, sua
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efetividade no organismo animal em estudos experimentais. Somente apds a realizagdo destes
estudos, observando resultados promissores e seguros, ¢ possivel a realizagdo dos estudos in
vivo, em espécie alvo. Assim, considerando o problema de saude publica, além, da dificuldade
na terapéutica de felinos, ¢ evidente a necessidade de avaliar tratamentos que possam melhorar
a resposta imunolégica como adjuvantes na esporotricose felina. Dessa forma, o objetivo foi
avaliar a acdo da timomodulina das formulag¢des topicas como adjuvantes terapéuticos ao
tratamento convencional da esporotricose cutdnea experimental por S. brasiliensis em modelo

murino.

METODOS

Preparacao do inéculo

O in6culo fungico foi preparado a partir de um isolado clinico de S. brasiliensis (M1078)
proveniente de esporotricose cutdnea de felino doméstico com caracterizagdo molecular por
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) espécie especifica [S0]. O isolado cedido pelo
Laboratério de Micologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Rio Grande
(FAMED-FURG), Brasil. O isolado fungico foi passado por ratos norvergicus (Rattus rattus),
albino, linhagem Wistar para garantir viruléncia e entdo reisolada. Para a obten¢ao do indculo
fingico, esse isolado foi cultivado em caldo de infusdo de cérebro-coracao (BHI) (Kasvi®, Sao
José dos Pinhais, PR, Brasil) a 37°C durante 10 dias e mantido em agitador rotativo com
agitacdo constante (150 rpm) para obten¢do da forma leveduriforme do fungo com posterior

padronizagio o inéculo em 107/100uL células fingicas por espectrofotdmetro [51].
Inducio da esporotricose experimental

A esporotricose experimental foi induzida em ratos norvergicus (Rattus rattus), albinos,
linhagem Wistar, com idade inicial de 60 dias, machos. Os animais foram mantidos em
condig¢des controladas de umidade, temperatura e ciclo claro e escuro de 12h/12h, alimentados
com dieta comercial conforme o peso corporal e agua ad libitum durante todo o periodo

experimental.

Para o desenvolvimento da esporotricose experimental, esses animais foram
previamente anestesiados com associagdo de xilazina (10mg/kg) e cetamina (100mg/kg) por

via intraperitoneal e posterior inoculagdo de 0,2ml do indculo ja descrito anteriormente pela via
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subcutanea nos coxins plantares dos membros posteriores, essa dose previamente foi testada

por um estudo piloto realizado pelo grupo.
Desenho experimental

O tratamento comegou ap6s 10 dias da inoculacao de S.brasiliensis, foi confirmada o
desenvolvimento da esporotricose experimental, com a presenca de nédulos e crostas no ponto
de inoculacdo. Os animais foram alocados aleatoriamente em oito grupos (n=30/grupo) e
iniciado os tratamentos uma vez ao dia conforme o grupo. Foram estudados oito grupos, seis
animais por grupo: GF1, tratado com formulagao topica LCFT2001; GF2, tratado com
formulagdo tépica LCFT2002; GT, tratado com timomodulina 4mg/kg; GIT, tratado com
timomodulina 4mg/kg mais itraconazol 10mg/kg; GITF1, tratado com itraconazol 10mg/kg
mais timomodulina 4mg/kg e formulagdo topica LCFT2001; GITF2, tratado com itraconazol
10mg/kg mais timomodulina 4mg/kg e formulagdo topica LCFT2002; GN, controle (ndo

tratado) e GI, tratado com itraconazol 10mg/kg.

As drogas usadas neste estudo incluiram itraconazol (EMS) e timomodulina xarope
(Leucogen®). A suspensdo de itraconazol foi obtida através da maceragdo e mistura com agua
destilada estéril do contetido da apresentacdo comercial do medicamento, homogeneizada antes
da administragao oral [55]. A administra¢ao dos farmacos e diluentes foi realizada uma vez ao
dia, pela via oral com o auxilio de uma sonda orogastrica por gavagem, a dose 10mg/kg. As
lesdes foram tratadas por aplicagdo topica de 0,ImL dos tratamentos (LCFT 2001/ LCFT 2002/
Solugdo fisioldgica) utilizando aplicador e espéatula para melhor administragdo dos produtos,
apos aplicacdo foi realizado curativo com gaze e fita microporosa para manter o creme nas

feridas, esse curativo foi refeito diariamente.

Aos quatro, 11, 18, 30 e 42 dias, seis animais de cada grupo foram eutanasiados
(conforme anexo da Resolucdo Normativa n° 37, de janeiro de 2018), sob dose de anestésico
inalatorio em fluxo continuo isoflurano, para as posteriores avaliagdes. Previamente a
eutanasia, foram coletadas amostras de sangue por pun¢do cardiaca para avaliagdo do

hematodcrito e dos leucocitos totais.
Avaliagao clinica

A avaliagdo clinica foi realizada em cinco periodos, 4, 7, 11, 18, 30 e 42 dias, quando
os animais foram avaliados quanto aos seguintes parametros clinicos: edema, eritema, nddulos,
ulceras, exsudatos, crostas nos pontos de inoculagdao de cada animal, pelo mesmo avaliador a

cega em todas as avaliagdes. Esses parametros foram atribuidos escores quantitativo conforme
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a gravidade de cada sinal clinico, o que variou edema (0 a 10); eritema e crosta (0 a 7); noédulo,
ulcera e exsudato (0 a 4). Também, foi observado pelo avaliador a se havia presenca/auséncia
(escore 1 ou 0, respectivamente) de lesdes de esporotricose em outras areas corporeas como
patas anteriores, testiculo, cauda, dorso. Desta forma, foi realizado um somatorio dos escores
dos parametros clinicos avaliados de cada animal, apds realizagdo da mediana de cada grupo
em seu devido tempo de avaliagcdo. Durante todo periodo experimental foi avaliado a condi¢ao
clinica do animal como desidratagdo, piloerecao, apatia, perda de peso e agressividade, que

indicasse sofrimento, se houvesse algum caso os animais seriam imediatamente eutanasiados.
Avaliacio micologica

Para estimar a carga fingica do ponto de inoculagdo, foi realizada a contagem de
Unidade Formadora de Colonias (UFC) de S.brasiliensis. A amostra (coxim plantar direito) foi
coletada assepticamente durante necropsia, pesada e submetida a homogeneizacdo mecanica
com agua destilada estéril (10ml). Posteriormente foi filtrado em camada dupla de gaze estéril.
O filtrado (100ul) foi cultivado em diluicdes seriadas (107!, 102,10) pela técnica do
espalhamento sobre meio de cultura (duplicata), Agar Sabouraud dextrose acrescido de
cloranfenicol, incubados a 25°C durante seis dias quando foi realizada identificagdo e a
contagem de UFCs das trés diluigdes, em capela em fluxo laminar, e apds calculada a média

final determinando as unidades de formagao de colonias por grama de tecido.

As amostras de visceras (figado, baco, testiculo e pulmdo) foram cultivadas em
duplicata em placas contendo agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol e
cicloheximida, incubados a 25°C e 37°C durante seis dias para a identificacdo macro e micro

morfoldgicos das colonias, quando ocorreu o retroisolamento do S.brasiliensis.
Avaliacio histopatolégica

As amostras do coxim plantar esquerdo coletados em necropsia foram utilizados para
andlise histopatologica, foram fixados em formaldeido 10% e incluidos em parafina,
processados e corados por Hematoxilina-eosina (H&E), Acido Periédico de Shiff (PAS) e

Metenamina de Prata de Groccot (Groccot).

As laminas coradas com HE foram utilizadas para classificar as lesdes do tecido e
infiltragdes celulares. A inflamagdo foi classificada quanto ao tipo, em piogranuloma,
granuloma e abscesso; quanto a distribui¢ao se difusa, focal ou multifocal; quanto a localizagao
epiderme, derme superficial, derme profunda e hipoderme; quanto a presenga e a predominancia

das células inflamatorias como macréfagos, linfocitos, plasmocitos, eosinofilos, células
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epiteloides e células gigantes, assim conforme, a quantidade foi determinados os seguintes
escores: ausente (0), escasso (1), moderado (2) ou intensa (3). A fibrose foi avaliada a
quantidade ¢ esse através de escores se ausente (0), escassa (1), moderada (2) ou intensa (3); a
maturidade da fibrose foi classifica em madura ou imatura; ¢ a presenga ou nao de epitelizagao.
As laminas coradas com PAS e Groccot foram utilizadas para melhor identificagdo das
estruturas fungicas. A quantidade de estruturas fingicas foi feita em escores sendo considerados

ausente (0), escassa (1), moderada (2) ou intensa (3).
Analise estatistica

Para a analise de variagdo dos dados paramétricos foi realizada teste de ANOVA para
dois fatores (hematdcrito, leucdcitos totais, UFC/g) e a andlise da variagdo dos dados nao
paramétricos (sinais inflamatdrios e histopatologia) foram realizados utilizando o teste de

Kruskal-Wallis, os valores p<0,05 foram considerados significativos.

Declaracio de ética.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Pelotas (CEUA/UFPel; Nimero da Autorizagdo: 3074-2018). Este
estudo foi realizado em estrita conformidade com a lei brasileira nimero 11.794 de 2008, que

regulamenta o cuidado e o uso de animais no ensino e na pesquisa no Brasil.

RESULTADOS
Avaliacio clinica

Todos os grupos apresentaram reducdo dos somatérios dos escores dos parametros
clinicos no decorrer do periodo experimental. Os somatérios dos escores dos parametros
clinicos tiveram diferenca do controle negativo (ndo tratado) e com os grupos tratados com as
formulacdes topicas, GIF2 (p=0,018), GITF1 (p=0,004) e GTF2 (p<0,001). O controle negativo
(GCN) teve um somatério consideravel s6 a partir dos 18 dias e no final do experimento
manteve mesmo valor comparada aos outros grupos no final do periodo experimental. Também,
o grupo GI diferiu estatisticamente dos mesmos grupos com as formulacdes topicas, GIF2
(p=0,018), GITF1 (p=0,004) e GITF2 (p<0,001). Os grupos GI e controle negativo
comportaram de forma semelhante, com baixos valores de somatorio dos escores dos
parametros clinico, enquanto os grupos com formulagdes (GIF2, GITF1 e GITF2) apresentaram

0s maiores somatorios dos escores principalmente durante o inicio do experimento. O GF1 se
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comportou diferente dos outros grupos de formulagdes topicas, havendo um retardo no aumento
dos seus sinais inflamatorios, que posteriormente aumentou consideravelmente em comparacao
aos outros grupos atingindo seu pico aos 18 dias e decrescendo de forma abrupta atingidos

valores menores das formulacdes no final do periodo experimental (Figura 1).

Entre os grupos com timomodulina, o grupo GIT diferiu estatisticamente dos grupos
com formulagdes GITF1 (p=0,018) e GITF2 (p<0,001), uma vez que os grupos com
formulacdes apresentaram maiores valores de sinais clinicos inflamatérios. Demonstrando que
acdo das formulagdes tdpicas associadas ao imunomodulador potencializa os sinais
inflamatorios. Ademais, o grupo GT também diferiu estatisticamente do grupo GITF2
(p=0,015). O GT teve um somatoério elevado nos dias 11, 18 e 30 dias de avaliagdo tendo
seu pico aos 30 dias, contudo aos 42 dias seus parametros clinicos foram menores quando
comparado aos demais grupos. As formulagdes dos grupos com uso de LCFT 2002 (GF2,
GITF2) apresentaram somatodrio dos sinais inflamatorios geralmente maiores e mais constantes
que com uso de LCFT2001 (GF1 e GITF1). O GITF2 apresentando maior somatorio em

comparag¢do a todos grupos no final do periodo experimental.
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Figura 1- Os valores dos somatorios demonstrados pelo uso de formulagdo topica LCFT2001
(GF1); LCFT2002 (GF2); da associacdo de timomodulina, itraconazol e LCFT2001 (GITF1);
da associacdo de timomodulina, itraconazol e LCFT2002 (GITF2); da associacdo de
timomodulina e itraconazol (GIT); timomodulina (GT); itraconazol (GI) e solu¢do fisiologica

de NaCl 0,9% (GCN) nos periodos de avaliagdes de quatro, 11, 18, 30 e 42 dias.

Avaliaciao do hematacrito e leucocitos totais

Nenhum dos animais apresentou sinais e valores de hematdcrito referente a anemia, logo
todos apresentaram valores alto de hematocrito variando de 33 a 52% de hematocrito. A média
do hematdcrito foi de 42%. O controle negativo, exceto no aos 4 dias de tratamento, apresentou
valores maiores de leucocitos totais diferenciando estatiscamente do GI (p=0,045). Os grupos
somente com formulagdes, GF1 ¢ GF2 demonstraram diferencga estatistica frente a todos demais
grupos, apresentando valores maiores de leucécitos totais, GITF1 (p=0,007), GTF2 (p=0,010),
GIT (p=0,007), GT (p=0,044), GI (p<0,001), GCN (p=0,013). O grupo somente timomodulina
GT também diferiu estatisticamente do grupo GI (p=0,01) e GCN (p=0,045) (Figura 2).
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Figura 2. Resultados dos valores de leucocitos totais (células/uL) do sangue periférico dos
animais, demonstrados pelo uso de formulagao topica LCFT2001 (GF1); LCFT2002 (GF2); da
associacdo de timomodulina, itraconazol e LCFT2001 (GITF1); da associacdo de
timomodulina, itraconazol e LCFT2002 (GITF2); da associa¢dao de timomodulina e itraconazol
(GIT); timomodulina (GT); itraconazol (GI) e solucao fisiologica de NaCl 0,9% (GCN) nos
periodos de avaliagdes de quatro, 11, 18, 30 e 42 dias.

Avaliacao micologica

Em relagdo ao retroisolamento do S. brasiliensis a partir dos 6rgdos dos animais
estudados, todos os grupos aos quatro dias de tratamento ja apresentavam disseminagdo do
fungo em figados, bacos, pulmdes e testiculos sem diferenca significativa (Figura 2). Essa
dissemina¢do na maioria dos animais foi mantida até os 18 dias, mas aos 18 dias os grupos

GITF2 e GCP apresentaram diminui¢do de animais que apresentaram disseminagao do fungo
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para orgdos. Ja aos 30 dias todos os grupos diminuiram o niimero de animais e 6rgdos que

retroisolaram o fungo, exceto o GCN que manteve disseminagdo em todos os 6rgaos

Na avaliagdo micologica, do ponto de inoculagado, todos grupos, até o grupo nao tratado
(GCN) tiveram diminui¢do dos UFC/g no decorrer do periodo experimental (Tabela 1). Os
grupos GITF1, GITF2, GIT apresentaram menores valores ao final do periodo de avaliagdo
comparado com o restante dos tratamentos, incluindo o GI. No final do periodo experimental
os grupos de itraconazol com terapia adjuvante (GIT, GITF1 e GITF2) apresentam valores
menores de UFC/g comparados aos grupos sem itraconazol (GF1, GF2, GT), grupo somente

itraconazol (GI) e controle negativo (GCN).

Quando observado os valores de UFC/g em todo periodo experimental o GIT, GITF1 e
GITF foram significativamente menores que os GT (p=0,009) e o GCN (p=0,014), e
comportou-se em quantidade fiungica semelhante ao GI e aos 42 dias demonstrou menor carga
fingica comparado ao GI. O GT aos quatro dias apresentou a maior carga fungica quando
comparada aos outros grupos, aos 30 dias o grupo GT apresentou valor alto de UFC/g diferindo
estatisticamente do GIT, GITF1, GF1 e GITF2 (p=0,035) e do GI (p=0,008). O GI nos quatro
dias apresentou carga fungica semelhante ao GCN, mas a partir dos 11 dias comegou a
apresentar UFC/g menor que GCN até final do periodo experimental, diferindo estatisticamente
aos 18 dias (p=0,049) e aos 30 dias (p=0,043). Os grupos somente de formulacdes tdpicas

apresentaram valores altos similares ao GT e GCN (Tabela 3).
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Tabela 1. Resultados dos valores de UFC/g de Sporothrix brasiliensis no ponto de
inocula¢do, demonstrados pelo uso de formulagdo topica LCFT2001 (GF1); LCFT2002 (GF2);
da associacdo de timomodulina, itraconazol e LCFT2001 (GITF1); da associacao de
timomodulina, itraconazol e LCFT2002 (GITF2); da associagao de timomodulina e itraconazol
(GIT); timomodulina (GT); itraconazol (GCP) e solucao fisiologica de NaCl 0,9% (GCN) nos
periodos de avaliagdes de quatro, 11, 18, 30 e 42 dias.

Grupos Periodos de avaliacio
4 dias 11 dias 18 dias 30 dias 42 dias

GFl1 4,6x1074 2,4x1078 1,6x107AB 8 7x10°AB 4 1x10°B
GF2 4.8x1074 1,6x107AB 1,0x107AB  7,6x107€ 1,9x10° AB
GITF1 9,5x1074 1,0x107AB  7.3x10°4 3,6x10°4  6,0x10%4
GITF2 9,3x1074 2,3x10%4 1,2x107AB  48x10°4  7,6x10%*4
GIT 2,1x1074 4,0x10%4 1,0x107AB  7,7x10°4AB  7.3x10%4
GT 1,1x10%4 1,2x107AB  27x107AB  22x107€ 1,1x10°AB
GCP 8,3x1074 5,1x10°48B  5,5x10%4 3,3x10°4  6,5x10°B
GCN 8,7x1074 2,1x107 B 3,5x107B 1,7x107 B¢ 8,0x10°B

As diferentes letras mostram diferenca estatistica (p<0,05) por ANOVA para dois fatores.

Estudo histopatolégico

A lesdo de esporotricose no ponto de inoculacdo de todos os grupos em todos os
periodos de avaliagdo foram piogranulomatosa com distribuicdo multifocal. No inicio do
periodo experimental, quatro dias de tratamento, os grupos apresentavam comprometimento em
derme profunda, exceto o controle negativo que apresentava comprometimento da epiderme a
derme profunda. Em relagdo ao infiltrado inflamatorio os grupos em que foi administrado
itraconazol (GITF1, GITF2, GIT, GI) apresentaram exacerbado macréfago, enquanto os outros
grupos apresentaram moderada quantidade de macrofago. Os grupos com associacdo de
itraconazol e timomodulina (GITF1, GITF2, GIT) apresentaram moderada quantidade de
linfécitos e escassa células gigantes, enquanto os outros grupos apresentavam escasso
quantidade de linfécitos e ausente células gigantes. Os neutrofilos estavam presentes em todos
de forma exacerbada e as células epiteldides na quantidade moderada. A fibrose era imatura em

todos os grupos numa quantidade moderada.

Aos 11 dias o grupo GI também comecou apresentar lesdo desde a epiderme até a derme
profunda como o grupo controle (GCN) e o GT da derme superficial a profunda. O infiltrado

inflamatorio predominou nos animais com quantidade moderada de macrofago, exacerbada
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quantidade de neutréfilos e escassa quantidade de células gigantes. Os grupos com itraconazol
(GITF1, GITF2, GIT, GI) e controle negativo (GCN) demonstrando quantidade escassa de
linfocitos € moderada células gigantes, enquanto o grupo GT apresentando moderada
quantidade de linfocitos e escassa células gigantes. A fibrose tornou-se madura no grupo
GITF2. Os grupos (GITF1, GITF2 e GIT) ndo apresentando células fingicas enquanto os outros

grupos quantidade moderada de leveduras.

Aos 18 dias todos comecaram apresentar comprometimento desde a epiderme até a
derme profunda apresentando quantidade moderada de macrofagos, exacerbado neutréfilos e
escasso células gigantes. Os grupos GF1, GF2, GT e GCN diferindo dos demais com moderadas
células epitelioides e escassos linfocitos, os outros grupos com escassas células epitelioides e
moderado linfocitos Assim como, os grupos (GF1, GF2 e GT) apresentaram quantidade
moderada de células fungicas, os grupos GI, GCN apresentaram escassa células fungicas

enquanto os grupos com GITF1, GITF2 e GIT nao apresentaram células fingicas.

Aos 30 dias os grupos GIT, GITF1 e GITF2 o comprometimento, no ponto de
inoculacdo, predominou somente na derme profunda, enquanto os outros grupos continuaram
desde a epiderme até derme profunda. O infiltrado inflamatorio dos grupos foi moderado em
relagdo a quantidade de macrofagos, escasso para linfocitos, exacerbado para neutrofilos e
escasso células epitelioides, diferenciando do grupo GI que apresentou exacerbado para
macrofago e moderado para células epitelioides. Nas amostras dos grupos GITF1, GITF2 e GIT
nao houve presenga de células flingicas, os demais grupos apresentaram escassa quantidade de

células fungicas.

Aos 42 dias experimentais foi observado em todos os grupos, infiltrado com quantidade
moderada de macrofagos e escassa quantidade de linfocitos. A quantidade de neutréfilos estava
exacerbada na maioria dos grupos (GF1, GF2, GT, GI e GCN), exceto nos grupos associagao
itraconazol e timomodulina (GIT, GITF1, GITF2) que apresentaram quantidade moderada de
neutrdfilos. A quantidade de células epitelioides foi escassa, exceto no grupo controle (GCN)
que foi moderada. A quantidade de células gigantes FOI escassa nos grupos com itraconazol
(GITF1, GITF2,GIT,GI) e ausente nos grupos sem uso de itraconazol (GT,GF1, GF2). A
fibrose diminui em todos os grupos para escasso, exceto no grupo GI que perpetuou a fibrose
em quantidade moderada. As fibroses apresentavam imaturas (GF1,GF2,GT, GCN), exceto nos

grupos associacao de itraconazol e timomodulina (GITF1, GITF2, GIT). Nao havia células
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fingicas nos grupos GITF1,GITF2, GIT, enquanto no outros (GF1, GF2, GT, GI, GCN) havia

uma escassa quantidade.

DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram que os extratos associados, in vitro, ndo possuem
atividade antifingica, assim como a associacdo deles ao itraconazol. No entanto, ja foi
demostrado acdo sinérgica dos extratos em estudos in vivo, com efeito pro-inflamatorio, indutor
de angiogénese e estimulante de fibroplasia, o que possivelmente interfira positivamente no
potencial terapéutico de agdo cicatrizante na associacdo desses extratos [47]. Dessa forma,
podendo agir como adjuvante ao tratamento da esporotricose, mesmo sem agdo antifiingica

direta, auxiliando no processo cicatricial das lesdes e reduzindo o tempo de tratamento.

Na avaliagdo clinica ¢ do UFC do estudo in vivo, observou-se que diferengas
significativas dos grupos que receberam itraconazol, timomodulina e as formulacdes topica
(GITF1 e GITF2) dos demais grupos (GIT, GCN e GI), demonstrando a¢do combinada da
timomodulina com as formulagdes permite reagdo imune sistémica a0 mesmo tempo que
promove uma agao pro inflamatoria local. Isso leva a um tratamento otimizado com uma maior
resposta inflamatdria desde o inicio do tratamento acelerando-o. Uma vez que, a timomodulina
desempenha como mecanismo de agdo a imunomodulacdo, potencializando o sistema imune,
modulando linfocitos T e B, assim como, apropriado funcionamento de células de defesa contra

infec¢des fungicas como neutrofilos e macrotagos [43].

Corroborando com isso, na avaliacdo histoldégica dos grupos da associacdo de
itraconazol e timomodulina (GIT, GITF1 e GITF2) nos quatro dias de tratamento demonstraram
maior quantidade de linfocitos em comparagdo aos outros grupos e os grupos com itraconazol,
a quantidade de linfocitos € inversamente proporcional a quantidade de carga fingica. Ademais,
aos 11 dias j& ndo apresentando células fungicas nas laminas histolégicas. O tempo de
cicatrizagdo da lesdo ¢ correlacionado positivamente com a carga fungica [54], assim 0s grupos
que associam itraconazol e timomodulina havera uma cicatrizagdo mais rapida que o restante

dos grupos.

A resposta do GITF2 revelou-se mais eficaz em comparacdo com o GITF1, pois diferiu
significativamente do grupo somente com timomodulina (GT). Esta formula¢do incorpora o

extrato etandlico de trigo em vez do extrato aquoso de trigo que compde o GITF1. O extrato
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etandlico de trigo possui compostos diferenciados, o que expressa uma agdo esfoliante
promovendo a descamagdo da pele e removendo o tecido desvitalizado. Além disso, apresenta
antioxidantes que impedem a degradacao de fibras estruturais como coldgeno e elastina,

auxiliando na regeneragao do tecido epitelial, o que permite uma melhor acao cicatricial [47].

A distincao do grupo GF1 e os demais grupos com formula¢des pode ser atribuida a
variacdo na composicdo das formulagdes. Enquanto o LCFT2001 contém extrato oleoso de
urucum e extrato aquoso de trigo, o LCFT2002 apresenta extrato oleoso de urucum e extrato
etanolico de trigo. O extrato oleoso utilizado exibe uma acdo pré inflamatério devido a
quimiotaxia induzida dos 4cidos graxos presentes [46]. Os extratos de trigo também t€m uma
acdo pro-inflamatéria aumentando a migragdo de fibroblastos para o local lesado [48, 53]. No
entanto, a formula LCFT2002 ja demonstrou maior indice de infiltrado inflamatério em
comparag¢do ao LCFT2001 [47] na histologia, € uma fibrose madura mais precoce que os outros
grupos. Segundo De Souza et al [54] a presenga de fibrose dérmica esta relacionada a cura

clinica.

Embora ndo tenha diferenca estatistica o GIT na clinica, na analise, do UFC/g observou-
se uma disparidade em relag@o aos grupos controle (GI e GCN), evidenciando uma acao crucial
no combate ao fungo. Assim, a associacdo do itraconazol com imunomodulador obteve uma
resolucdo mais rapida no final do periodo experimental sugerindo um sinergismo entre os
farmacos, onde o itraconazol age na eliminacao direta do agente fungico S. brasiliensis. O
mecanismo de a¢do do itraconazol baseia-se na capacidade do farmaco bloquear a sintese do
ergosterol, um componente vital da membrana da célula fungica, isso ocorre através da inibi¢ao
seletiva da enzima 14-a-demetilase, dependendo do citocromo P-450, que participa da
conversao de lanosterol a ergosterol. Consequentemente, hd um acumulo de uma série de
precursores metilados com a concomitante diminuicao, ou mesmo a auséncia, do produto da
via biossintética. Este bloqueio acarreta o aumento da permeabilidade da membrana celular,
desencadeando alteragdes morfoldgicas que resultam em inibi¢do do crescimento fungico e
necrose celular. A atividade ¢ primeiramente fungiostatica, podendo ser fungicida em doses
elevadas frente a determinadas espécies fungicas [55-57]. Enquanto a timomodulina atua

estimulando o organismo no combate inespecifico da lesdo provocada pelo fungo.

Os tratamentos somente com formulagdes (GF1 e GF2) demonstraram uma diferenca
significativa, principalmente o GF2, clinicamente. No entanto, na UFC/g, observou-se que eles

apresentaram semelhanca com o grupo de controle negativo. Essa variacdo pode indicar que
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essas formulacgdes atuaram no processo inflamatdrio local auxiliando na reparagdo tecidual, na
limpeza do tecido evitando contaminagdes secundarias e ndo agindo na inibi¢do do crescimento
fangico por ndo haver a presenca do itraconazol. Corroborando com isso, grupos somente com
formulacdes, GF1 e GF2 demonstraram diferenca estatistica frente a todos demais grupos,
apresentando valores maiores de leucécitos totais, demonstrando uma demanda sistémica por
ndo conter a infec¢do. As formulagdes pela presenca dos acidos graxos presentes no ativo B.
orellana L. estimulam a a¢do de mediadores quimiotaticos ¢ a producao de fatores de
crescimento, que promovem um efeito pro inflamatoério [47]. Na histologia, os grupos sem
itraconazol apresentaram mais tempo experimental de fibrose imatura, maior quantidade de

células epitelioides e menor de linfocitos e de células gigantes.

Assim como, o grupo GT, mostrou uma resposta inflamatoria alta a partir dos 11 dias
de tratamento comparada aos demais grupos, contudo também apresentou altos valores de
UFC/g quando comparada aos outros grupos, diferindo significativamente aos 30 dias de
tratamento, mesmo momento em que observou-se pico de sinais clinicos inflamatérios. Logo,
somente o imunomodulador atuou sobre o sistema imunitario sem o controle da carga
parasitaria, o que possivelmente tenham estimulado o fungo a aumentar sua multiplicagdo para
debelar o sistema imune, como ¢ descrito que ocorra para doengas virais [58-59]. Isso também
¢ demonstrando nos valores de leucocitos totais, no qual os grupos sem itraconazol (GF1, GF2
e GT) apresentaram valores mais altos diferindo significativamente dos outros grupos,

demonstrando uma demanda do sistema imune, sem controle da doenga fingica.

Assim, o presente estudo expde que o tratamento a base de timomodulina, itraconazol e
GITF2 demonstrou um desempenho superior devido a acdo de sinergismo entre o itraconazol
que age na elimina¢do da do agente fingico S. brasiliensis enquanto a timomodulina atua
estimulando o organismo no combate inespecifico da lesdo provocada pelo fungo , ja que
modula células de defesa como neutrdfilos e macrofagos ativados, que produzem 6xido nitrico
e seus metabolitos reativos de oxigénio que desempenham um papel importante na fagocitose
e na eliminacao de Sporothrix spp [58-60]. Enquanto a formulagdo com o extrato etandlico de
trigo estimulam e aceleram a cicatrizagao das lesdes [47], reduzindo assim o tempo necessario

para o tratamento.

Conclui-se que o tratamento com adjuvantes, como a timomodulina e formulagao topica
LCFT2002 otimiza o processo terapéutico. Essa otimizagao ¢ resultante do aumento da resposta

inflamatoria sistémica e local, por consequinte, potencializa a atividade antifiingica do
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itraconazol, potencializando o processo cicatricial, destacando a importancia da combinagado
das abordagens para uma terapia eficiente. Apesar, no ensaio in vitro as formulagdes topicas

nao apresentam atividade fungicida frente a S. brasiliensis.
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Timomodulina e formulac¢io topica com ativos de Bixa orellana L. e Triticum aestivum
potencializando a eficacia no tratamento da esporotricose felina em ensaio clinico em

felinos naturalmente infectados

Thymomodulin and topical formulation with extracts from Bixa orellana L. and

Triticum aestivum enhancing efficacy in the treatment of feline sporotrichosis

Martha Bravo Cruz Pifieiro!, Vanice Rodrigues Poester?, Melissa Orzechowski Xavier?, Isabel
Martins Madrid?; Cristina Gevehr Fernandes', Sabrina de Oliveira Capella !, Fabio Raphael

Pascoti Bruhn', Marcia de Oliveira Nobre

RESUMO

A esporotricose ¢ uma grave zoonose com epidemiologia global. Diferente do cendrio mundial,
no Brasil essa micose acomete principalmente felinos domésticos, que sdo principais
transmissor para humanos e outros animais. Os gatos sdo altamente suscetiveis a esporotricose,
desenvolvendo quadros graves e maior nimero de células leveduriformes nas lesdes do que as
demais espécies. Em felinos também ha maior falha na resposta imune celular e terapéutica.
Este estudo avaliou a eficacia do imunomodulador timomodulina e da formulagdo topica com
extrato de urucum e trigo como adjuvantes terapéuticos ao tratamento convencional da
esporotricose felina. Foram estudados 27 felinos com diagnostico de esporotricose, os quais
foram classificados conforme estado geral, apresentacao das lesdes e status retroviral, divididos
em grupos: GITF, animais tratados com itraconazol (ITZ), timomodulina e formulagao topica;
GIT, tratados com ITZ e timomodulina; GIF, tratados com ITZ e formulacao topica, sendo um
grupo controle positivo tratado somente com ITZ. Previamente, os animais foram avaliados
durante o periodo experimental (60 dias) quanto ao desfecho clinico, redugdo da area das lesoes,

quantidade de células fingicas por lesdo na citologia, padrdo inflamatoria das lesdes na
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histologia. Os resultados demonstraram nao haver diferencas estatisticas entre os grupos, no
entanto, o uso da timomodulina e da formulacdo topica demonstrou clinicamente uma redugao
em menor tempo de area da lesdo e, consequentemente, na citologia menor carga fungica nas
lesdes. Apesar disso, o uso da timomodulina combinada com itraconazol mostrou melhor
desfecho clinico, sem nenhum caso de falha terapéutica. Histologicamente, os grupos com
formulagdes apresentaram maior quantidade de células epitelioides e os grupos com
timomodulina apresentaram maior quantidade de linfocitos com o tratamento. Ademais, os
grupos com formulagdes apresentaram antes os outros grupos fibrose nas lesoes. Conclui-se
que a timomodulina e a formulagdo sdo eficientes como um composto adjuvante a terapia com
itraconazol no tratamento da esporotricose felina, pois potencializa a atividade pré inflamatdria

acelerando o processo cicatricial.

Palavras-chave: cicatrizagdo, gatos, resposta imune, terapia.

ABSTRACT

Sporotrichosis is a severe zoonosis with a global epidemiology. Unlike the worldwide scenario,
in Brazil, this mycosis mainly affects domestic felines, which are the primary transmitters to
humans and other animals. Cats are highly susceptible to sporotrichosis, developing severe
cases with a higher number of yeast cells in the lesions compared to other species. In felines,
there is also a greater failure in the cellular and therapeutic immune response. This study
evaluated the efficacy of the immunomodulator thymomodulin and a topical formulation with
annatto and wheat extract as therapeutic adjuvants to conventional treatment for feline
sporotrichosis. Twenty-seven felines diagnosed with sporotrichosis were studied, classified
according to general condition, lesion presentation, and retroviral status, and divided into
groups: GITF, animals treated with itraconazole (ITZ), thymomodulin, and topical formulation;

GIT, treated with ITZ and thymomodulin; GIF, treated with ITZ and topical formulation, with
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a positive control group treated only with ITZ. During the 60-day experimental period, animals
were evaluated for clinical outcomes, reduction in lesion area, quantity of fungal cells per lesion
in cytology, and inflammatory pattern of lesions in histology. The results showed no statistical
differences between groups; however, the use of thymomodulin and the topical formulation
clinically demonstrated a quicker reduction in lesion area and, consequently, a lower fungal
load in cytology. Despite this, the use of thymomodulin combined with itraconazole showed a
better clinical outcome with no therapeutic failures. Histologically, the groups with
formulations presented a higher quantity of epithelioid cells, and the groups with thymomodulin
showed a higher quantity of lymphocytes with treatment. Additionally, the groups with
formulations exhibited fibrosis in the lesions before the other groups.In conclusion,
thymomodulin and the formulation are effective as adjuvants to itraconazole therapy in the
treatment of feline sporotrichosis, as they enhance the pro-inflammatory activity, accelerating

the healing process.

Key words: healing, cats, immune response, therapy

INTRODUCAO

A esporotricose ¢ uma grave zoonose de epidemiologia global que resulta da
implantacdo dos conidios do género Sporothrix (GREMIAO et al., 2015). O Sporothrix
brasiliensis representa a espécie mais virulenta do complexo, emerge como o agente etiologico
predominante da esporotricose felina. Esta espécie estd associada a infec¢des de animais e a
transmissao zoonotica. (RODRIGUES et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014; RODRIGUES

et al., 2016). Atualmente, ¢ reconhecido que o S. brasiliensis ¢ a espécie responsavel pela
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hiperendemia da esporotricose transmitida por gatos no Brasil (SANCHOTENE et al., 2015;
GREMIAO et al., 2020; MOUSSA et al., 2017; ZHANG et al., 2015; XAVIER et al., 2023).
Até 2018, o S.brasiliensis estava aparentemente restrito ao Brasil, no entanto, nos ultimos anos,
essa espécie foi identificada em casos autdctones de outros paises da América Latina, como
Argentina, Paraguai e Chile, além de ter sido relatada na Europa e nos Estados Unidos da
América, através de gatos importados do Brasil (GREMIAO et al., 2020%; GARCIA et al., 2017;
CORDOBA et al., 2018; ETCHECOPAZ et al., 2019; KAADAN et al., 2020; ETCHECOPAZ

etal., 2021; BARNACLE et al., 2023; THOMSON et al., 2023; XAVIER et al., 2023)

A crescente prevaléncia da esporotricose ¢ atribuida a viruléncia do patogeno,
dificuldades no tratamento, periodo terapéutico, potencial zoondtico e o grande nimero de gatos
nao domiciliados e semidomiciliados afetados (FORLANI et al., 2021). Os gatos sdo notaveis
vitimas da infec¢do por S.brasiliensis, sdo altamente suscetiveis a doenga, apresentam forma
grave da doencga, desenvolvendo lesdes multiplas, que apresentam uma grande quantidade de
células leveduriformes ((MIRANDA et al., 2018a; MADRID et al., 2012; SCHUBACH et al.,
2004) e apresentam o fungo nas garras e na cavidade oral (MACEDO-SALES et al., 2018;
MADRID et al., 2012; SCHUBACH et al., 2001; SCHUBACH et al., 2001). Isso associado ao
comportamento social dos gatos, que lutam frequentemente e a lambedura entre eles, os
distinguem de outras espécies e os caracterizam como disseminadores da esporotricose inter e
intraespécie (SANCHOTENE et al., 2015, GREMIAO et al., 2020; XAVIER et al., 2023;

BARROS et al., 2010; NOBRE et al., 2001; RODRIGUES et al., 2020).

Além disso, as lesdes em gatos predispdem a formagdo de granulomas incapazes de
conter a disseminagdo da doenga (MIRANDA et al., 2013), salientando o aumento dos
linfocitos T CD8+ e falhas na resposta imune celular gato (MIRANDA, et al., 2016) ou altos
niveis de IL-10 durante FIV e/ou coinfecgdes por FeLV, e baixos niveis de IL-4 (FeLV positivo)

e IL-12 (FIV- positivo) (MIRANDA et al., 2018b), o que sugere desenvolver apresentagdes
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clinicas graves nos felinos. Essas condigdes imunoldgicas que sdo pertinentes a espécie felina
parecem dificultar a cura durante uma infeccdo por S.brasiliensis, mesmo com tratamento
antifungico adequado. Assim, o gato assumiu um papel importante na cadeia epidemioldgica
da transmissao da doenga para humanos, representando um risco substancial para satde publica

(BRANDOLT et al., 2019; MACEDO-SALES et al., 2018; SCHUBACH et al., 2015).

Assim, o tratamento eficaz dos gatos infectados € crucial para controlar a esporotricose
felina e zoonotica. A esporotricose tem como tratamento padrao os antifingicos, e para os gatos
o itraconazol ¢ recomendado como primeira op¢io (GREMIAO et al., 2015). No entanto, a
eficacia do itraconazol (ITZ) ¢ limitada, com taxas de cura relatadas entre 40% a 77% e,
também, a combinacdo de ITZ com outros antifungicos (iodeto de potdssio ou anfotericina B)
ndo se mostrou benéfica, apresentando taxas de sucesso terapéutico de 48% e 73%,
respectivamente (DE SOUZA et al., 2018; PEREIRA et al., 2014; GREMIAO et al., 2011;
REIS et al., 2012; DE MIRANDA et al., 2018; XAVIER et al., 2023).Muitos casos sao
comprovadamente refratdrios ao antifingico convencional, assim € crescente o numero de casos

com falhas terapéuticas.

Dessa forma, reafirma a necessidade de rever as alternativas dentro do compéndio
farmacoldgico e formas de tratamento. Dentre essas, pode-se citar como promissor a associacao
de estimulantes do sistema imunoldgico como adjuvantes no tratamento convencional com
antifingicos tradicionais, considerando o papel da imunidade celular e da modula¢do da
inflamacdo granulomatosa, firmacos que auxiliem a resposta imune podem ser benéficos para
esses pacientes (FORLANI et al., 2021; GUTERRES et al., 2014). A timomodulina ¢ um
extrato timico que promove a modulacdo de linfocitos T e B e contribui para a¢do de varios
tipos de células de defesa como neutrofilos, linfocitos e macréfagos, necessarias para o controle
de micoses (ANDRADE, 2017; FORLANI et al., 2018). Corroborando, pesquisas previamente

realizadas apontam que o uso de timomodulina como terapia adjuvante ocasiona em menor
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tempo de remissdo dos sinais clinicos extracutaneos, melhora o progndstico e sobrevida de

gatos com esporotricose cutanea disseminada num estudo prospectivo (FORLANTI et al., 2021).

Adicionalmente, estudos anteriores determinaram a acdo cicatrizante de duas
formulagdes com ativos de extratos vegetais de Bixa orellana L . e Triticum aestivum (registro
de solicitacdo de Patente junto ao INPI n® BR 10 2018 06970) para uso em feridas cutaneas
abertas de pequenos animais. O potencial cicatrizante destes ativos foi estabelecido
separadamente e sua agdo conjugada comprovada em estudos pré-clinicos e clinicos no publico-
alvo. (CAPELLA et al., 2020; CAPELLA et al., 2016; TILLMANN et al., 2014), evidenciou-
se que as formulagdes aceleram o processo cicatricial e alcangando a cura clinica em um
intervalo de tempo reduzido (CAPELLA et al., 2020). Em estudo, in vivo em modelo murino
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa foi demonstrado que a timomodulina e a formulagao
contendo extrato oleoso de urucum e extrato etanolico de trigo (LCFT2002) como tratamento
adjuvante de esporotricose otimizou o tratamento convencional por facilitar a cicatriza¢do e

potencializar a atividade antifungica do itraconazol (dados ainda ndo publicados).

Assim, considerando o problema de satde publica, além, da dificuldade na terapéutica
de felinos e o potencial de adjuvantes testados em modelo murino, ¢ evidente a necessidade de
avaliar estes tratamentos como adjuvantes na esporotricose felina. Dessa forma, o objetivo foi
avaliar a a¢do da timomodulina e da formulagdo topica como adjuvantes terapéuticos ao

tratamento convencional da esporotricose felina.

MATERIAL E METODOS

Populagado de estudo

A populagado deste estudo constituiu de uma amostra de 27 gatos atendidos no Hospital

de Clinicas Veterinarias na Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brasil. Foram incluidos
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no estudo gatos com esporotricose cutanea confirmada pelo isolamento fungico em meio de
cultura, de ambos os sexos, castrados ou nao, com peso superior a 1kg e com idade superior a

12 meses ¢ inferior a 8 anos e que apresentaram estado geral bom a delicado.

Estadiamento e diagnostico

Na primeira consulta, os gatos foram submetidos a exame clinico completo e coleta de
amostra de sangue e amostras representativas da(s) lesdo (0es) de pele. Durante o exame clinico
foram avaliadas a presenca de lesdes na pele e mucosa nasal, presenca de sinais extra cutaneos
(conjuntivite, desidratagdo, palidez de mucosa, prostragdo, espirros, corrimento nasal ou
dispneia) e estado geral. O estado geral e a apresentagao clinica das lesdes foram classificados
conforme Schubach et al. (2004) e Miranda et al. (2013). O estado geral foi classificado em: S1
(estado geral bom com auséncia de sinais extracutaneos), S2 (estado geral regular, com sinais
extracutaneos leves), S3 (estado geral delicado, com sinais extracutaneos moderado), S4
(estado geral critico, com sinais extracutaneos intensos). Foram excluidos do estudo os animais
que apresentaram estado geral critico. As lesdes cutdneas foram contadas e classificas de acordo
com sua distribuicdo: L1 (lesdes em apenas um local), L2 (lesdes em dois locais ndo contiguos)

e L3 (lesdes em trés ou mais locais ndo contiguos).

Na sequéncia foi selecionada uma lesdo cutanea ativa para a coleta de exsudato com
swab estéril e as amostras encaminhadas para citologia, cultura, identificagdo de Sporothrix
spp. e ensaio de suscetibilidade antifungica. Amostras de sangue periférico foram coletadas por
punc¢do venosa e amostras de soro foram obtidas para o diagndstico da Imunodeficiéncia Viral
Felina (FIV) e da Leucemia Viral Felina (FeLV) por imunoensaio enzimatico usando o teste

SNAP Combo FeLV/FIV (ALERE®) de acordo com as instrugdes do fabricante.
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O diagnostico da esporotricose através da citologia e da cultura micoldgica. Para a
analise citologica foram confeccionados esfregacos de impressdo, os quais foram corados pelo
método Quick Panoptic e analisados por microscopia Optica quanto a presenca e quantificacao
das células fungicas. Para cultura micoldgica os swabs contendo exsudato das lesdes cutaneas
foram eluidos em 2mL de solugdo salina 0,9% agitados em vortex por 2 min, cultivados em
agar Sabouraud dextrose com e sem cicloheximida ((Kasvi, Liofilchem®, Italy) e considerados
positivos para Sporothrix spp. pelas caracteristicas macro e micromorfologicas. Os isolados
fingico obtidos dos gatos foram armazenados na cole¢do micoldgica do Laboratério de
Micologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande (LabMico

FAMED-FURG).

Para andlise histopatoldgica a coleta das amostras de lesdes cutaneas, foi selecionado
um local pelo critério de maior extensdo no caso de lesdes multiplas para bidpsia. A bidpsia por
punch de 8mm foram obtidas da borda da lesdo cutanea ativa selecionada apos assepsia local
com alcool 70% e foram utilizados protocolos anestésicos adaptados as condi¢des de cada
paciente, foi fixada por 48 horas em formalina tamponada neutra a 10% para exame

histopatologico.
Tratamento

O tratamento dos gatos deu-se inicio na primeira consulta quando o exame
citopatologico foi positivo para formas leveduriformes sugestivas de Sporothrix spp. No caso
dos gatos com exame citopatologico negativo na primeira consulta, o tratamento foi iniciado
quando o exame micoldgico foi positivo para Sporothrix, o que ocorreu 7 a 30 dias apos
primeira consulta. Os animais foram divididos de acordo com a ordem dos atendimentos e
pareamento em quatro grupos: GITF tratados com ITZ, timomodulina e formulagao topica; GIT
tratado com ITZ e timomodulina; GIF tratado com ITZ e formulagao tépica; GI tratado com

itraconazol. Considerando a gravidade da esporotricose em gatos, se optou por ter todos os
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animais tratados com itraconazol por uma questdo de ética e bem-estar animal. O itraconazol
foi utilizado na forma de cépsulas por via oral a cada 24 horas, o protocolo terapéutico ocorreu
de acordo com Gremido et al. (2020), gatos com >3kg receberam a dose de 100mg/24h,
gatos>1lkg e <3kg receberam a dose de 50mg/24h, gatos. Os animais que foram tratados com
timomodulina (cépsula) receberam a dose de 4mg/kg por via oral a cada 24 horas conforme o
estudo de Forlani et al. (2021). As drogas foram administradas junto ao alimento de rotina do
paciente com comida. Para a terapia topica as feridas foram limpas diariamente com solucao
salina 0,9%, com a posterior aplicagdo dos tratamentos topicos propostos a cada grupo,
utilizando aplicador especifico com espatula descartavel para melhor administragdo dos
produtos e reduzindo o contato direto com as lesdes cutaneas para todos os momentos de
manipula¢do dos animais, foi preconizado uso de equipamento de protecao individual, como

luvas descartaveis, vestimentas de mangas longas, entre outros.
Acompanhamento

A resposta clinica a terapia foi monitorada por verificagdes semanais durante o periodo
de 60 dias. Nestes momentos, foram realizados registro fotografico das lesdes com camera
digital, mantida uma distancia constante de aproximadamente 18 cm com auxilio de régua
milimetrada. Com o registro fotografico foram obtidas as medidas das areas das feridas através
de software de avaliagdo de imagens (ImageJ® e Gimp2®), segundo metodologia de Abdala
(2009) e Fernandes et al (2015), de forma semi automatizada. Cada lesdo teve as medidas de
area obtidas ao longo do processo cicatricial relacionadas a area total da lesdo no momento pré-
tratamento com o auxilio do sofiware Broffice.org Calc, assim obtendo retracdo cicatricial

relativa de cada lesdo.

Também, foram realizados semanalmente em duplicata coleta de exsudato utilizando
swab estéril de todas as lesdes dos felinos para citologia. A partir dessas amostras foram

confeccionados esfregaco de impressao, os quais foram corados pelo método Quick Panoptic e
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analisados por microscopia dptica quanto a presenga e quantificagdo das células fungicas em
cada lamina até cicatrizacdo da lesdo ou, caso a lesdo ndo tenha cicatrizado final do periodo

experimental (60 dias).

Ademais, foram realizadas bidpsias adicionais na mesma regido e lesdo cutinea
escolhida na primeira biopsia, estas ocorreram entre 25 a 35 dias e 55 a 65 dias (respectivamente
B2 e B3) apds o inicio do tratamento para determinar a progressdo das alteragdes histoldgicas
na pele. Se a lesdo cutanea estivesse cicatrizada no momento da segunda biopsia (B2), esta era
a ultima bidpsia realizada, sendo excluida a terceira bidpsia. A amostra de pele com lesao
biopsiada em B2 e B3 foi processada para exame histopatoldogico conforme descrito

anteriormente para a primeira biopsia.

Classificagdo do desfecho clinico

Os desfechos clinicos foram classificados adaptado de Souza et al. (2018) como cura
clinica (gatos com remissdo completa das lesdes cutaneas e sinais extra cutdneos de
esporotricose durante o periodo de acompanhamento), progressdo do tratamento (gatos que
apresentaram melhora das lesdes cutaneas e sinais extracutaneos durante o periodo de
acompanhamento) ou falha do tratamento (gatos que apresentaram estagnacdo ou agravamento
das lesdes cutineas e sinais extracutaneos). Os gatos que apds 60 dias de acompanhamento nao
tinham obtido cura clinica seguiram o tratamento priorizando o bem-estar do felino, mas sem

acompanhamento do experimento.

Avaliagdo de alteragoes histologicas

As amostras de biopsia de pele inseridas em formalina tamponada neutra a 10% foram
processadas para inclusdo em parafina de rotina, seccionadas a 5 pm e coradas com
hematoxilina e eosina (H&E), coloracdo metenamina de prata de Grocott (Groccot) e acido

periodico de Shiff (PAS). As amostras teciduais foram processadas e coradas por Hematoxilina-
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eosina (HE), pelo Acido Periodico de Shiff (PAS) e metenamina de prata de Groccot, para

avaliagdo das células inflamatoérias, evidenciar e quantificar as células fungicas.

As laminas coradas com HE foram utilizadas para classificar as lesdes do tecido e
infiltragdes celulares. A inflamacdo foi classificada quanto ao tipo, em piogranuloma,
granuloma e abscesso; quanto a distribuicdo se difusa, focal ou multifocal; quanto a localizag¢ao
epiderme, derme superficial, derme profunda e hipoderme; quanto a presenca e a predominancia
das células inflamatorias como macréfagos, linfocitos, plasmocitos, eosinofilos, células
epiteldides e células gigantes, assim conforme, a quantidade foi dado escores se ausente (0),
escasso (1), moderado (2) ou intensa (3). A fibrose foi avaliada a quantidade ¢é esse através de
escores se ausente (0), escassa (1), moderada (2) ou intensa (3); a maturidade se madura ou
imatura; e se havia ou ndo presenca de epitelizagdo.As laminas coradas com PAS e Groccot
foram utilizadas para melhor identificagdo das estruturas fungicas. A quantidade de estruturas
fingicas foi feita em escores sendo considerados ausente (0), escassa (1), moderada (2) ou
intensa (3).

Identificagdo de espécies de Sporothrix.

A 1identificacdo molecular foi realizada por PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), conforme descrito em Rodrigues et al., 2015. Resumidamente, o DNA foi
obtido e purificado diretamente de colonias com 10 dias de idade em inclinagdes, seguindo o
protocolo do kit Fast DNA (MP Biomedicals, Vista, CA, EUA).6 Calmodulin- O gene
codificador (CAL) foi amplificado por PCR utilizando os iniciadores CL1 e CL2A26 ¢
posteriormente digerido com a enzima Hhal.25 Os produtos digeridos foram submetidos a
eletroforese em géis de agarose a 2,5% (p/v) por 90 min a 100 V na presenga de GelRedTM
(Biotium, Hayward, CA, EUA).As bandas foram visualizadas utilizando o sistema de imagem

L-Pix Touch (Loccus Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil) sob iluminagdo UV. A cepa de
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referéncia CBS 120339 de S. brasiliensis foi utilizada como controle de qualidade para CAL-

RFLP. (SANCHOTENE et al., 2015)

Ensaio de suscetibilidade antifungica

A técnica de microdilui¢ao do caldo foi realizada de acordo com as diretrizes do M38-
A2 (CLSI, 2008). Os isolados fungicos dos gatos foram recuperados da cole¢do micologica do
Laboratdrio de Micologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande
(LabMico FAMED-FURG), e uma cepa padrao de Sporothrix brasiliensis foi incluida como
controle. O in6culo fangico foi individualmente preparado em agar Batata Dextrose a 30°C por
sete dias e ajustado para uma transmitancia de 80-82% (530 nm). As suspensoes foram diluidas
em meio RPMI-1640 tamponada com glicose 2% ¢ MOPS nas propor¢des de 1:50 (v/v). O
itraconazol (Sporanox®, Janssen Pharmaceutical) foi testado em dilui¢do dupla em
concentragdes de 16 a 0,03 ug/mL (CLSI, 2008). As microplacas foram incubadas a 35 °C por
72 h, e a MIC foi determinada como a menor concentragdo sem crescimento fingico visivel.
Os testes foram realizados em duplicata. Embora ndo haja um ponto de corte para as espécies
de Sporothrix, como critério de sensibilidade neste estudo, seguimos o valor de corte
epidemioldgico (ECV) proposto por Espinel-Ingroff et al. (2017), que afirma que valores de
MIC < 2 pg/mL e > 2 pg/mL podem ser considerados sensiveis e resistentes ao itraconazol,

respectivamente.

Andlise estatistica

Para a andlise de variagdo dos dados paramétricos foi realizada teste de ANOVA para
dois fatores (quantidade de leveduras na citologia e area das lesdes), teste qui quadrado (anélise
clinica e ensaio de suscetibilidade) e a andlise da variagdo dos dados ndo paramétricos
(histologia) foi realizada utilizando o teste de Kruskal-Wallis e Friedman, os valores p<0,05

foram considerados significativos.
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RESULTADOS
Avaliagdo clinica

O estudo totalizou 27 com a seguinte distribui¢ao nos grupos: GITF, sete animais; GIT,
sete animais; GIF, seis animais e GI, sete animais. Todos os gatos eram sem raga definida
(SRD). A maioria dos gatos eram machos (20/27; 74%), jovens adultos (24/27; 88,89%), ndo
castrados (24/27; 88,89%). Em relacdo a distribuicdo das lesdes, sete (25,93%) foram
classificados como L1, um (3,70%) como L2 e 19 (70,37%) como L3. O numero de lesdes nos
gatos estudados variaram de apenas uma lesdo a 11 lesdes por animal. As apresentagdes clinicas
das lesdes foram similares entre os animais, apresentando nodulos, tlceras com exsudato
serosanguinolento ou purosanguinolento e crostas. A maioria dos animais apresentaram teste
sorologico negativo para retroviroses (15/27; 55,6%), entre os positivos (12/27; 44,4%), nove
(33,3%) foram positivos para FIV e somente trés (11,1%) positivos para FeLV. Entre os gatos
com retroviroses positivos, sete apresentaram cura clinica, cinco progressao e nenhum falha

terapéutica (Tabela 1).

Em relagdo ao estado geral dos gatos, 16 (59,3%) foram classificados como S1, oito
(29,6%) como S2 e trés (11,1%) como S3. J4 a ocorréncia de sinais ndo especificos de
esporotricose, principalmente dispnéia inspiratdria e o espirro foi observada em oito gatos

(29,6%) (Tabela 1).

Em relacdo ao desfecho no periodo experimental a maioria dos animais adquiriu cura
clinica (16/27; 59,3%), oito gatos (29,6%) apresentaram progressao do tratamento e somente
trés (11,1%) gatos apresentaram falha do tratamento. Apesar de ndo ter havido uma diferencga
significativamente estatistica, correlacionando com o grupo de tratamento teste, no grupo GITF
quatro animais (57,1%) apresentaram cura clinica , dois (28,6%) progressdo do tratamento e
um (14,3%) falha terapéutica; o grupo GIT quatro animais (57,1%) apresentaram cura clinica e

trés (42,9%) progressao do tratamento e nenhuma falha terapéutica; o grupo GIF quatro (57,1%)
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animais apresentaram cura clinica, um (14,3%) apresentou progressdo do tratamento ¢ um

(14,3%) falha do tratamento; o grupo GI quatro (57,1%) animais apresentaram cura clinica,

dois (28,6%) apresentaram progressao e um (14,3%) apresentou falha terapéutica (Tabela 1).

Tabela 1- Demonstragdo dos grupos de felinos com esporotricose distribuidos nos
grupos experimentais tratados com itraconazol, timomodulina e formulagdo tépica (GITF),
itraconazol e timomodulina (GIT), itraconazol e formulacao topica (GIF) e somente itraconazol

(GI)

Grupo de Status viral Estado Numero de Sinaisndo  Desfecho! CIM
tratamento® geral® lesdes® especificos (ug/mL)
GITF FeLV S1 L3 Nao CcC 1
GITF FIV S1 L3 Nao CC 1
GITF FIV S3 L1 Nao CcC 0,5
GITF Negativo  S2 L3 Sim CcC 2
GITF Negativo ~ S1 L3 Sim FT -
GITF Negativo  S1 L3 Nao PG 0,5
GITF Negativo  S2 L3 Nao PG 2
GIT Negativo  S1 L1 Nao CcC -
GIT Negativo ~ S2 L3 Sim CcC -
GIT Negativo  S1 L3 Nao CcC -
GIT FIV S1 L3 Nao PG 2
GIT FIV S2 L3 Sim PG 1
GIT FeLV S1 L3 Sim CcC -
GIT FIV S3 L3 Sim PG -
GIF FIV S2 L3 Sim PG 1
GIF Negativo ~ S1 L1 Nao CC 2
GIF Negativo  S1 L1 Nao CC 2
GIF Negativo ~ S1 L1 Nao CC -
GIF Negativo  S3 L3 Sim FT 0,5
GIF FIV S2 L3 Nao CcC -
GI FeLV S1 L3 Nao CcC 1
GI Negativo Sl L2 Nao CC 2
GI FIV S1 L1 Nao CcC 1
GI Negativo Sl L3 Nao PG 1
GI FIV S2 L3 Nao PG -
GI Negativo  S2 L3 Nao FT -
GI Negativo  S1 L1 Nao CC 1

aTratamento: GITF- itraconazol, timomodulina e LCFT2002; GIT- itraconazol e timomodulina; GIF- itraconazol e LCFT2002;
GI- itraconazol. ® Estado clinico geral: S1- Sem sinais clinicos extracutineos, S2- sinais clinicos extracutaneos leves, S3-sinais
extracutaneos moderados. ¢ Apresentacdo clinica das lesdes L1- animais com apenas uma lesdo, L2 - animais com duas lesdes
ndo coalescente; L3 - animais com trés ou mais lesdes ndo coalescentes.! Avaliagdo do tratamento: CC (cura clinica): completa
remissdo das lesdes; PG (progressdo): melhora nas lesdes; FT (falha do tratamento): estagnagéo ou agravamento das lesoes.
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Avaliagdo do registro fotografico

Os grupos que receberam terapia imunomoduladora (timomodulina) ou formulagdo
topica combinado com terapia convencional (itraconazol) (GITF, GIT e GIF) demonstraram
uma notavel acelera¢do no processo de cicatrizagdo. O grupo GITF apresentou uma redugao de
50% em suas areas de lesdes apos 14 dias de tratamento, atingindo uma redugdo superior a 75%
aos 21 dias, metade dos animais cicatrizaram as lesdes antes dos 60 dias e um animal apresentou
falha terapéutica e morreu. No grupo GIT, a reducao de 50% foi observada aos 21 dias, 71,43%
(5/7) cicatrizaram as lesdes antes dos 60 dias. Enquanto o grupo GIF alcangaram essa redugao
de 50% em 28 dias, metade dos animais cicatrizaram as lesoes antes dos 60 dias, um animal
apresentou falha terapéutica e veio a 6bito. Por fim, o grupo GI mostrou uma reducao de 50%
em 28 dias, mas atingiu uma reducdo de 75% aos 35 dias, apenas 28,57% (2/7) cicatrizaram

antes dos 60 dias.

Avaliagao citologica

Antes do tratamento para esporotricose, a maioria dos gatos exibia uma quantidade
incontavel (=500) de células fingicas no imprint de suas lesdes. Com o inicio do tratamento,
observou-se uma redugdo drastica nesse valor nos grupos GITF e GIT, com um decréscimo de
10 vezes o valor inicial, em um periodo de sete e 14 dias respectivamente. J& o grupo GIF
apresentou essa diminuicdo em 21 dias e o grupo GI ao longo de 42 dias. Os gatos que
demonstraram melhora (cura clinica e progressao) ao longo periodo experimental apresentaram
uma reducdo na carga fungica durante as avaliagdes citologicas, independente do tratamento.
Em contraste, os animais que mostraram estagnagao ou piora durante esse periodo, observou-
se o fendmeno oposto, caracterizado por um aumento na carga fungica nas lesdes ao longo das

analises.

Avaliagdo das alteragoes histologicas
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Antes de iniciar o tratamento as lesdes dos gatos eram piogranulomatosas com
distribuicdo difusa comprometendo da derme superficial até profunda. O exame histopatologico
das biopsias do grupo GITF revelou que na B1 uma lesdo piogranulomatosa, evoluindo para
granulomatosa em 50% dos casos no momento B2 e no momento B3, predominou lesao
cicatrizada mantendo-se apenas duas lesdes com caracteristicas granulomatosa. Essas lesdes
com distribuicdo prevalentemente difusa e comprometimento da derme superficial até derme
profunda ao longo das duas primeiras biopsias, enquanto no terceiro momento (B3) as lesdes
ndo cicatrizadas apresentaram distribuicdo difusa com comprometimento somente da derme
profunda. Observou-se uma diminui¢ao na quantidade de macrofagos em cada bidpsia, sendo
exacerbada na B1, moderada na B2 e ausente na B3. Assim como, uma diminui¢do de
neutr6filos em cada bidpsia, sendo moderados na B1, escassos na B2 e ausentes na B3. As
células epitelioides até a B2 foram moderadas, tornando-se ausente na B3. Os linfocitos no
primeiro momento apresentavam quantidade escassa, na B2 quantidade moderada e ausente no
ultimo momento (B3). As células gigantes prevaleceram ausentes em todos os momentos
avaliados, com exce¢do de um Unico caso que se apresentou escassas na ultima biopsia (B3). A
fibrose evolui com as bidpsias de escassa em B1, moderada B2 e ausente na B3, tornando-se
madura em 30 dias (B2), e a quantidade de células fingicas escassas em B1 e ausentes em B2

e B3 (Figura 1).

No grupo GIT, a lesdo predominou como piogranulomatosa difusa em BI, em B2
predominava granulomatosa, j4 em B3 a maior parte das lesdes encontravam-se cicatrizadas,
permanecendo apenas trés lesdes piogranulomatosa difusa. Neste grupo. o comprometimento
da derme superficial até derme profunda permaneceu ao longo das duas primeiras bidpsias,
enquanto no terceiro momento (B3) as lesdes ndo cicatrizadas apresentaram distribuicao difusa
com comprometimento somente da derme profunda. A quantidade macréfagos manteve-se

moderada nas duas primeiras biopsias, enquanto B3 a prevaléncia era ausente. Ja os linfocitos
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foram escassos em B1 e ausentes em B2 e B3. Os neutréfilos diminuiram a quantidade em cada
bidpsia, sendo moderados na B1, escassos na B2 e ausentes na B3. As células epitelioides foram
escassas na B1 e B2, tornando-se ausentes em B3. As células gigantes foram ausentes em todos
os momentos de biopsia. A fibrose foi em quantidade escassa e imatura em B1, moderada e
madura em B2 e ausente em B3. A quantidade de células fingicas, foi escassa na B1, ndo sendo

mais detectada a partir da segunda bidpsia (B2) (Figura 1).

Ja no grupo GIF, a lesdo foram predominantemente piogranulomatosa em B1, ja na B2
a maioria das lesdes estava cicatrizada, restando duas lesdes que ainda ndo estavam cicatrizadas
50% encontrava-se piogranulomatosa e 50% granulomatosa, assim como em B3. O granuloma
apresentava-se difuso em todos os momentos avaliados. O comprometimento era derme
superfical em B1 e B2, e em B3 50% apresentavam comprometimento de derme superfical. Ja
a derme profunda foi comprometida nas trés biopsias. A quantidade de macrofagos se manteve
exacerbada na B1 e B2, e ausente em B3. Os linfocitos foram escassos em B1 e B2, e ausentes
em B3. Os neutréfilos reduziram com o passar das biopsias, estando moderada em B1, escassa
em B2 e ausente em B3. As células epitelioides encontrava-se escassa em B1, moderada em B2
e ausente na B3. Nao houve predominio de células gigantes nas biopsias. A quantidade de
fibrose foi escassa e imatura em B1 evoluindo moderada e imatura em B2 e ausente em B3, ja
que a maioria das lesdes estava cicatrizada. A quantidade de células fungicas era ausente em

todas as biopsias (Figura 1).

No grupo GI, a lesdo foram predominantemente piogranulomatosa difusa em Bl e B2,
se tornando granulomatosa difusa em B3. Com comprometimento da derme superficial até a
derme profunda em todos os momentos. A quantidade de macréfagos foi exacerbada em B1,
moderada em B2 e B3. Os linfocitos foram moderados em B1, e escassos em B2 e B3. Os
neutro6filos diminuiram a quantidade em cada bidpsia, sendo moderados na B1, escasso na B2

e B3. As células epitelioides foram ausente na B1, evoluindo para moderadas a partir da B2 e
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B3. As células gigantes foram ausentes em todas as biopsias. E a quantidade de fibrose se
manteve escassa € imatura em todas as biopisas. O predominio de presenca de células fingicas

nas lesdes foi ausente em B1, escasso em B2 e ausente em B3 (Figura 1).

Neutrdfilos Macréfagos Linfdcitos

1 1 1
05 05 05
0 0 0
B1 B2 83 B1 82 B3 =

GITF WGIT WGIF =G BGITF WG ®GIF =G k
RGITF WG WGIF =Gl GITF WGIT WGIF =G aGiTF MG mGE nGl

Células epitelioides Fibrose Células fangicas

15 15

; - . ) .
0 0 0

B2 83 B1 B2 B3 B1 B2 B3

BGITF WGIT WGIF =Gl BGITF BGIT WGIF 56 WGITF mGIT WGIF #G

Figura 1. Demonstracdo da mediana de escores de quantidade de neutréfilos, macréfagos,
linfocitos, células epitelioides, fibrose e células fungicas, indicando ausente (0), escasso (1),
moderado (2) e exacerbado (3) de feridas dos gatos com esporotricose tratados com itraconazol,
timomodulina e formulagdo topica (GITF); itraconazol e timomodulina (GIT); itraconazol e
formulagdo topica (GIF) e itraconazol (GI).
Identificagdo de espécies de Sporothrix. e ensaio de suscetibilidade antifungica

De todos os 27 felinos incluidos no estudo, foram recuperadas amostras de 17 felinos
para a realizacdo do PCR, o qual identificou todas as amostras como pertencentes a espécie S.
brasiliensis. Ao analisar a CIM em relag¢do ao desfecho clinico, ndo foi possivel estabelecer

uma relacdo consistente. Supreendentemente, animais classificados como resistentes com base
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no seu valor de CIM apresentaram cura clinica e alguns classificados como sensiveis ocorreu

falha terapéutica.

DISCUSSAO

A maioria dos animais apresentaram teste sorologico negativo para retroviroses, sendo
nove positivos para FIV e somente trés positivos para FeLV. Demonstrando que apesar das
retroviroses em gatos resultarem em imunodeficiéncia, ndo tem relacdo com o desenvolvimento
da esporotricose em gatos (GREMIAO et al., 2015; SOUZA et al., 2005), a imunossupressio
ndo € necessaria para infeccdo ou manifestacdo clinica da doenga (LLORET et al., 2013).
Entretanto, o perfil de gatos com esporotricose e gatos com retroviroses ¢ 0 mesmo, que €
composto de jovens, machos, ndo castrados e com livre acesso as ruas (FORLANI et al., 2021),
em especial a transmissdo da Imunodeficiéncia Viral Felina (FIV) que acontece através,
principalmente, de feridas de mordidas que introduzem saliva contendo virus (LITTLE et al.,
2020). Nao foi observada relagdo da cura a co-infecgdo com retrovirus, assim como descrito
por Miranda et al. (2018a), uma vez que nenhum gato com retrovirose positivo apresentou falha

terapéutica.

Em relagdo ao estado geral dos gatos, apesar da literatura relatar que o estado clinico
geral do gato, a ocorréncia de sinais respiratdrios, bem como o nimero, extensdo e localizagao
das lesdes sdo fatores que podem influenciar o progndstico (GREMIAO et al., 2020), nio foi
observado interferéncia no resultado do tratamento dos animais nesses quesitos isolados, mas

talvez a associagdo deles ocasione falha terapéutica.

Os animais tratados com GITF apresentaram em menor tempo redu¢do da quantidade
de leveduras e da area das lesdes. No estudo in vitro, evidenciou a a¢do de sinergismo entre o

itraconazol que atua na eliminacdo da do agente fingico enquanto a timomodulina atua
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estimulando o organismo no combate inespecifico da lesdo provocada pelo fungo , ja que
modula células de defesa e formulagdo acelerando cicatrizacao das lesdes e reduzindo o tempo

para cicatrizacdo (dados ainda ndo publicados)

Corroborando com isso, na histologia demonstrou padrdo inflamatério com maior
quantidade de células epitelioides, linfocitos e fibrose com o tratamento quando comparado
com grupo controle (GI). A formulagdo tdpica possui efeito pré-inflamatorio, indutor de
angiogénese ¢ estimulante de fibroplasia, o que interfere no potencial terapéutico de acdo
cicatrizante (CAPELLA et al., 2020). Enquanto a timomodulina desempenha como mecanismo
de a¢do a imunomodulagdo, potencializando o sistema imune, modulando linfécitos T e B,
assim como, apropriado funcionamento de células de defesa contra infecgdes fingicas como
neutro6filos e macrofagos (ANDRADE, 2017), com isso potencializando uma resposta imune
eficiente contra a infec¢do fungica. Ademais, a presenca de fibrose dérmica esta relacionada a

cura clinica (DE SOUZA et al., 2018).

O GIT apresentou histologicamente semelhante ao GITF, mas em relagdo ao desfecho
clinico, o grupo GIT ndo apresentou nenhuma falha terapéutica, apresentando melhor resposta
do que os outros tratamentos. No entanto, um pouco maior o tempo para redugdo da area das
lesdes e diminui¢do da quantidade de leveduras na citologia. A diferenga estd na presenca da
formulag@o que no periodo inicial de tratamento possui com efeito pro-inflamatorio, indutor de
angiogénese e estimulante de fibroplasia, o que possivelmente interfira positivamente no
potencial terapéutico de agdo cicatrizante (CAPELLA et al., 2020). Essa resposta da formulacao
no periodo inicial ocasiona em um tratamento com resposta mais eficiente em relagdo a

cicatrizag¢do e diminui¢do da quantidade de leveduras nas lesdes.

O grupo GIF, apesar de apresentar melhor resposta clinica, reducdo da area das lesdes e
cicatrizacdo do que o grupo controle, entre os grupos testes (GITF e GIT) ele foi o que

apresentou resposta menos eficiente. As formulagdes ndo tem efeito antifungico (dados ainda



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

80

nao publicados). Isso indica que a formulacao atua no processo inflamatdrio local, auxiliando
na reparacao tecidual, na limpeza do tecido evitando contaminagdes secundarias (CAPELLA
et al., 2020), mas ndo diretamente nas agdes contra o agente fingico. Na histologia, a diferenca

dos grupos com timomodulina e ndo estd nas quantidades de linfocitos.

Todas as amostras foram pertencentes a espécie S. brasiliensis. Supreendentemente,
animais classificados como resistentes com base no seu valor de CIM apresentaram cura clinica
e alguns classificados como sensiveis ocorreu falha terapéutica. Isso dificulta porque nao pode
usar o in vitro ndo relaciona com a resposta do animal ao tratamento, possivelmente por uma
resposta individual do paciente felino. Assim, apesar da susceptibilidade antifungica da cepa,
pode haver outras razdes para falta de resposta ao tratamento que nao envolvem apenas este
parametro, mas também fatores do hospedeiro (ALMEIDA-PAES et al., 2017). Salientando
que o monitoramento através da citologia das lesdes ¢ uma alternativa vidvel. Nos nossos
tratamentos associados com os compostos adjuvantes, o tempo de eliminagdo do fungo nas
lesdes cutaneas ulceradas foram em menores tempos do que descrito anteriormente (12
semanas) (MIRANDA et al., 2018b), demonstrando uma redu¢do precoce nao s6 na melhora

clinica como também do risco da transmissdo zoonotica

Assim o presente estudo expde que o tratamento com adjuvantes como timomodulina e
formulagdo tdpica com extratos vegetais de trigo e urucum combinada com o tratamento
convencional otimiza o processo terapéutico da esporotricose felina pelo aumento da resposta
inflamatoria. Destacando como eficiente para uma resposta clinica mais rapida com cicatrizagao
das lesdes, menor quantidade fungica e, consequentemente, reduzindo o risco de transmissao

zoonotica.
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CONCLUSAO

Conclui-se que a timomodulina e a formulacao tdpica sdo eficientes como um composto
adjuvante a terapia com itraconazol no tratamento da esporotricose felina, uma vez que o animal
apresentara reducao da area, cicatrizagdo e diminuicao da quantidade de leveduras fingicas nas
lesdes mais rapida pela agdo conjunta de células inflamatorias agindo para cicatrizagao e,

consequentemente, auxiliando o itraconazol na sua atividade fungicida.
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4 Consideragoes Finais

Esse € o primeiro estudo in vivo em animais experimentais e felinos avaliando
o potencial terapéutico da timomodulina no tratamento de enfermidades e um dos
poucos estudos avaliando imunomodulador no tratamento da esporotricose. Também,
€ o primeiro avaliando tratamento com formulacéo topica para esporotricose.

Esse estudo expds que a timomodulina e a formulacao tépica LCFT2002 séo
eficientes como um composto adjuvante a terapia com itraconazol no tratamento da
esporotricose. As formulagdes topicas ndo apresentam atividade fungicida frente a
Sporothrix brasiliensis, de acordo com os extratos ndo terem agdo sinérgica
associados. No entanto, as formulag¢des influenciam no processo cicatricial de lesbes
em modelo experimental e em felinos pela agao proé inflamatdria local, enquanto a
timomodulina age de forma sistémica pela atividade conjunta de células inflamatérias
facilitando cicatrizagdo e, consequentemente, auxiliando o itraconazol na sua
atividade fungicida

Com isto possibilitando um grande avango cientifico que implicara no
tratamento de casos de esporotricose cutanea levando a redugéo de casos graves de
esporotricose disseminada/sistémica nos felinos. Determinando uma resposta
também na saude publica por diminuir a doenca nos animais transmissores e, com

isto, reduzindo os riscos de casos de esporotricose humana.
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Anexos



Anexo A - Documento da Comissao de Etica e Experimentagdo Animal

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagao de formulagdes
associadas a imunomodulag¢ao no tratamento de esporotricose
experimental”” processo nimero 23110.025990/2018-84, de
responsabilidade de Marcia de Oliveira Nobre - que envolve a producao,
manutencao ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢dao Animal
(CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua complementac3o pela
Comiss3do de Etica em Experimentacdo Animal, em reunido de 13/08/2018.

Finalidade ( X') Pesquisa () Ensino

Vigéncia da autorizacdo 01/10/2018 a 01/02/2020

Espécie/linhagem/raca Rattus norvegicus/Wistar
N° de animais 240

Idade 60 dias

Sexo Machos

Origem Biotério Central — UFPel

Cdédigo para cadastro CEEA 25990-2018

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVERA CAMPELLO FELIX, Médico
Veterindario, em 15/08/2018, as 10:23, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art.
69, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.



http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm

Anexo B - Documento da Comissao de Etica e Experimentagdo Animal

A autenticidade deste documento pode ser conferida no

site http://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento conferir&id orga
o_acesso_externo=0, informando o cédigo verificador 0242417 e o cédigo CRC 6C8F906F.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PARECER N° 133/2018/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.030742/2018-55
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacao de formulacdo topica em felinos
acometidos por esporotricose” processo nimero 23110.030742/2018-55, de
responsabilidade de Marcia de Oliveira Nobre - que envolve a producdo, manutencao ou
utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua
complementacéo pela Comissao de Etica em Experimentacdo Animal, em reunido de
10/12/2018.

Finalidade ( X') Pesquisa () Ensino
Vigéncia daautorizagdo 15/12/2018 a 01/02/2020
Espécie/linhagem/raca Felino/SRD
N° de animais 40
Idade 1-8 anos



https://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

Sexo Machos e Fémeas

Origem Atendimentos de rotina clinica do Hospital de Clinicas Veterinaria

(HCV) da UFPEL, do Centro de Controle de Zoonoses da
prefeitura municipal de Pelotas e de clinicas veterinarias
particulares do municipio de Pelotas (RS) e regido

Codigo para cadastro CEEA 30742/2018

M.V. Dra. Anelize de
Oliveira Campello
Felix

Presidente da CEEA

o1
seil 3
ST 5
assinatura
eletrdnica

Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA
CAMPELLO FELIX, Médico Veterinario, em 14/12/2018, as 14:30,
conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 19,
do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

p A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

“~ http://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador externo.php?

ek * acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0, informando o cédigo verificador
EE¥-:1 0390556 e o codigo CRC 4AA776EB.

Referéncia: Processo n? 23110.030742/2018-55 ne
0390556


http://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador_externo.php

